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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความสาํคัญและที่มาของปญหาการวจิัย (Background and Rationale) 

ภาวะไตวายเร้ือรังระยะสุดทายเปนภาวะที่ไตเส่ือมหนาที่อยางถาวรไมสามารถรักษาหรือ
แกไขใหไตกลับคืนมาทําหนาท่ีไดดังเดิม กอใหเกิดการค่ังของนํ้า เกลือแร และของเสียภายใน
รางกายของผูปวย สงผลกระทบตอการทํางานของอวัยวะตาง ๆ ท่ัวรางกาย อาการแสดงทาง
คลินิกของภาวะ uremia  เชน หอบเหน่ือย บวม คล่ืนไส อาเจียน เบ่ืออาหาร ซึมลงจนถึงเสียชีวิต
ไดในทายที่สุด ผูปวยเหลานี้จําเปนจะตองไดรับการรักษาทดแทนไตเพื่อระงับอาการและพยุงชีวิต
ตนเองไว การรักษาทดแทนไตรูปแบบหนึ่งคือ การรักษาทดแทนไตทางชองทองอยางถาวร 
(continuous ambulatory peritoneal dialysis: CAPD) การรักษาทดแทนไตรูปแบบนี้อาศัย
หลักการซึมผาน (diffusion) ในการขจัดเกลือแรสวนเกิน และของเสียตาง ๆ ออกจากรางกายผาน
ทางเยื่อบุผนังชองทอง (peritoneal membrane) โดยของเสียที่มีความเขมขนสูงภายในเลือดของ
ผูปวยจะแพรผาน peritoneal membrane ออกมายังน้ํายาฟอกไตที่บริสุทธิ์ (dialysis solution) 
ปราศจากของเสีย และอาศัยแรงดึงน้ําที่เกิดจากน้ําตาลกลูโคสซึ่งเปนสาร osmotic agent หลัก
ของน้ํายา dialysis ชวยกําจัดน้ําสวนเกินออกจากรางกายของผูปวย (ultrafiltration: UF)  แมวาได
มีการฟอกทดแทนไตรูปแบบนี้มาเปนเวลาหลายสิบป พบวาเยื่อบุผนังชองทองของผูปวยสวนใหญ
จะเส่ือมสมรรถภาพในการขับน้ําลง (UF failure) ตามลําดับ กลาวคือรอยละ 50 ของผูปวยที่ทํา 
CAPD มานานกวา 6 ป จะเกิดการค่ังของน้ําสวนเกิน (volume overload) และ UF failure [1] อัน
เนื่องมาจากเยื่อบุผนังชองทองเพ่ิมอัตราการดูดซึมน้ําตาลกลูโคสในน้ํายา dialysis กลับสูกระแส
เลือด (high transporter) สงผลใหแรงดัน osmosis ในน้ํายา dialysis ลดตํ่าลง นํามาซ่ึงปริมาตร 
UF ที่ลดลงในทายที่สุด  

เม่ือทําการวิเคราะหลักษณะทางพยาธิวิทยาเยื่อบุผนังชองทองของผูปวย CAPD จะพบ
การเปล่ียนแปลงคลายคลึงกับลักษณะที่พบในผูปวยเบาหวาน (diabetiform change) [2-11] 
ดังนี้คือ 1) มีการหลุดลอกของเซลลเยื่อบุผนังชองทองเปนบริเวณกวางขวาง (extensive 
mesothelial denudation) 2) มีการหนาตัวข้ึนของช้ัน submesothelial compact collagenous 
zone (submesothelial thickening) โดยการหนาตัวของเยื่อบุผนังชองทองดังกลาวนี้จะ
เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาที่ผูปวยทํา CAPD และเปนปฏิภาคผกผันกับจํานวนของเซลล mesothelium 
ที่หลงเหลืออยูบนผิวเยื่อบุผนังชองทอง  พบวาความหนาของช้ัน submesothelial compact zone 
เฉล่ียเทากับ 180 ไมครอน ในผูปวยที่ทําการฟอกชองทองมานานไมเกิน 2 ป แตจะเพิ่มความหนา
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เปน 300 และ 700 ไมครอน ในผูปวยที่ทําการฟอกมานาน 4-6 ป และมากกวา 6 ป ตามลําดับ 
และจะยิ่งทวีความรุนแรงมากยิ่งข้ึนในผูปวยที่มีภาวะ membrane failure  3) ผนังของทั้งหลอด
เลือดแดงและหลอดเลือดดําในช้ัน loose connective tissue จะหนาตัวข้ึน (subendothelial 
hyalinization) รวมกับการเพ่ิมจํานวนช้ันของ basement membrane (reduplication of 
capillary และ arteriolar basement membrane) กอใหเกิดการอุดตันการไหลเวียนของเลือด
ภายในหลอดเลือด (luminal narrowing and obliteration) นํามาซ่ึงการสรางหลอดเลือดฝอยใหม
จํานวนมากท่ีมีผนังไมแข็งแรง งายตอการร่ัวซึมของสสาร (neoangiogensis) ทดแทน การ
เปล่ียนแปลงความหนาของหลอดเลือดนี้จะเปนแปรผันโดยตรงกับความหนาของชั้น 
submesothelial compact zone โดยเฉพาะในรายท่ีมีภาวะ membrane failure   

เช่ือวาสาเหตุของ membrane failure ดังกลาวขางตนเกิดจากการที่เยื่อบุผนังชองทอง
สัมผัสกับนํ้ายา dialysate มาเปนระยะเวลาตอเน่ืองยาวนาน [1, 12-15] ท้ังน้ีเน่ืองจากน้ํายา 
dialysis ที่ใชแพรหลายในปจจุบันมีน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขนสูง (เฉล่ีย 13, 22 และ 38 เทา
ของพลาสมากลูโคส หากทําการฟอกชองทองดวยนํ้ายา dialysis ท่ีมีนํ้าตาลกลูโคสเขมขน 
1.36%, 2.26% และ 3.86% ตามลําดับ) พบวาเซลลเยื่อบุผนังชองทองที่ไดทําการเพาะเล้ียงจะ
หยุดการแบงตัวและตายดวยขบวนการ apoptosis ภายในระยะเวลาไมกี่ชั่วโมงหลังจากที่เซลล
สัมผัสกับน้ํายา dialysis  โดยปริมาณเซลลที่หยุดการแบงตัว และเกิดขบวนการ apoptosis จะ
สัมพันธโดยตรงกับระยะเวลาท่ีเซลลสัมผัสกับน้ํายา และความเขมขนของนํ้าตาลกลูโคสที่ใชใน
การทดสอบ [15-17] ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาในสัตวทดลองของ Horiuchi T และคณะ [18-
19] โดยคณะผูวิจัยพบการหลุดลอกของ mesothelial cells เปนจํานวนมากจากผนังของเยื่อบุผนัง
ชองทองเม่ือทําการฉีดนํ้ายา dialysis เขาไปยังชองทองของสัตวทดลอง กอใหเกิดบริเวณท่ี
ปราศจากเซลลบุผิวจํานวนมากบนผนังชองทองเรียก denuded area  นอกจากนี้ผูวิจัยยังพบวา
ขีดความสามารถในการแบงตัวทดแทนเซลลท่ีหลุดลอกออกไป (remesothelization) ของ 
mesothelial cell ลดต่ําลง เนื่องจากเซลลที่เหลืออยูแกตัวลง มีสัดสวนของ nuclear-cytoplasmic 
ratio เพิ่มข้ึน และบางเซลลแสดงลักษณะผิดปกติ (dysplastic features) 

การแกไขภาวะ UF failure ในปจจุบันไดแก 1) การเพิ่มระดับความเขมขนของน้ําตาล
กลูโคสในน้ํายา dialysis  ซึ่งการแกไขดวยวิธีนี้จะยิ่งเรงใหเยื่อบุผนังชองทองของผูปวยเส่ือมสภาพ
เร็วขึ้นจากการสัมผัสกับน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขนสูง  และในระยะยาวจะสงผลใหรางกาย
ของผูปวยเกิดภาวะการด้ือตออินซูลิน (syndrome X) นํามาซ่ึงภาวะไขมันในกระแสเลือดสูง ภาวะ
อวน ความดันโลหิตสูง เกาท โรคหัวใจและหลอดเลือด เปนตน  2) เพิ่มความถ่ีในการฟอก  เพื่อลด
ระยะเวลาที่ตองทิ้งน้ํายา dialysis คางในชองทอง แตการกระทําเชนนี้จะทําใหผูปวยตองสูญเสีย
เวลาในการฟอกเพ่ิมขึ้น และตองเพ่ิมคาใชจายในการฟอก  3) การใชนํ้ายา dialysis ชนิดท่ีมี 
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polyglucose (icodextrin) solution ทดแทนน้ําตาลกลูโคส  อยางไรก็ตามน้ํายา dialysis ชนิด
ใหมน้ีมีราคาแพง และยังไมมีจําหนายในทองตลาดเมืองไทย รวมท้ังไมสามารถบริหารนํ้ายา 
polyglucose ไดเกินกวาวันละ 1 คร้ัง เนื่องจากจะทําใหเกิดการค่ังของน้ําตาล maltose ใน
รางกายผูปวย สถิติในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณพบวารอยละ 60 ของผูปวยจําเปนตองใชน้ํายา 
dialysis ท่ีมีความเขมขนของนํ้าตาลกลูโคสมากกวา 1.36% เปล่ียนถายอยางนอย 1 คร้ังตอ
สัปดาห เพื่อรักษาภาวะสมดุลของน้ําในรางกาย ซึ่งเปนหลักฐานทางออมแสดงใหเห็นวาเยื่อบุผนัง
ชองทองของผูปวยมีการเส่ือมสมรรถภาพ 

ในระยะหลายปที่ผานมาไดมีการคนพบยารักษาโรคเบาหวานชนิดใหมที่มีคุณสมบัติออก
ฤทธิ์เพิ่มความไวของตัวรับฮอรโมนอินซูลินบนผิวเซลลกลามเนื้อและเซลลตับโดยการกระตุน 
peroxisome proliferators-activated receptor-gamma (PPAR-) เรียกยารักษาโรคเบาหวาน
กลุมใหมนี้วายากลุม thiazolidinediones (TZDs) ยากลุมนี้ประกอบดวยยาหลายชนิด แตที่วาง
จําหนายในทองตลาดเมืองไทยไดแก pioglitazone (PGZ), rosiglitazone (RGZ) และ 
ciglitazone (INN) เปนตน ทั้งหมดเม่ือบริหารเขาสูรางกายจะผานเขาไปภายในเซลลจับกับ 
PPAR- ในไซโตรพลาสซึม แลวทั้งสองจะถูกสงตอเขาสูนิวเคลียสจับกับตัวรับของ PPAR- บน 
transcription factor ของยีนที่ควบคุมการสรางโปรตีนที่สําคัญของเซลล ดวยเหตุนี้การกระตุน 
PPAR- จึงสามารถปรับเปล่ียนการแสดงออกของยีนไดทั้งในเชิงบวกคือเพิ่มการสังเคราะหโปรตีน 
และเชิงลบคือลดการสังเคราะหโปรตีน ทั้งนี้ข้ึนอยูกับชนิดของ transcription factor ที่ PPAR- 
เขาไปรวมตัวจับ ในปจจุบันพบวา PPAR- ควบคุมการแสดงออกของยีนที่มีสวนควบคุมการ
แบงตัวเพิ่มจํานวนของเซลล ควบคุมการตายและการมีชีวิตรอดของเซลล ควบคุมการเจริญเติบโต
และผลิตผลจากเซลล ควบคุมขบวนการอักเสบ เปนตน [20-26] จึงเปนเหตุใหมีการนํายาในกลุม 
TZDs เขามาทดลองกับเซลลหลายชนิด ทั้งที่เปนเซลลมะเร็งและเซลลปกติ พบวายาสามารถ
ปองกันไมใหเซลลปกติบาดเจ็บ และลมตายจากสารเคมี และยังเรงใหเซลลบางสายพันธุ ไดแก 
เซลลไขมัน (preadipocyte) และเซลล glomerular visceral epithelial cells (podocyte) เจริญ
เปนตัวเต็มวัย  ในขณะเดียวกันยายังมีคุณสมบัติยับยั้งการแบงตัวผิดปกติของเซลลมะเร็ง  และ
ชวยสงเสริมใหเซลลมะเร็งซึ่งเปนเซลลตัวออนนั้นเจริญเติบโตเปนเซลลตัวแกที่มีการทํางานเปน
ปกติ [21-28] ดวยเหตุนี้ทําใหแพทยและนักวิทยาศาสตรหลายทานนํายากลุม TZDs มาใชศึกษา
ในสัตวทดลองหลายแบบจําลองรวมทั้งนํามาใชรักษาผูปวย เชน ผูปวยเบาหวาน พบวาการ
รับประทานยา PGZ วันละ 30 มิลลิกรัม ตอเนื่องเปนระยะเวลา 3 เดือน สามารถชะลอการเส่ือม
ของไตจากภาวะ diabetic nephropathy ได เปนตน 
 Lin SH และคณะ [29] ศึกษา RGZ ในผูปวย CAPD พบวาการบริหารยาทางปากสามารถ
เพิ่มความไวของเนื้อเยื่อภายในรางกายตอการออกฤทธิ์ของอินซูลิน (insulin sensitivity) และลด
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อัตราการด้ืออินซูลินในผูปวย ผูวิจัยไมพบภาวะแทรกซอนใด ๆ เกิดข้ึนกับผูปวยที่ไดรับยา
ดังกลาว อยางไรก็ตามผูวิจัยไมไดทําการศึกษาประสิทธิภาพของยาในการเพิ่มการขจัดปริมาณน้ํา
สวนเกินในรางกายของผูปวย และไมไดศึกษาประสิทธิผลของยาในการแลกเปลี่ยนสสาร รวมไปถึง
การชะลอการเส่ือมของเยื่อบุผนังชองทอง  

ดวยเหตุที่น้ํายา dialysis มีความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสสูง และการเส่ือมสภาพของเยื่อ
บุผนังชองทองมีลักษณะคลายกับผูที่ปวยเปนโรคเบาหวาน อีกทั้งยาในกลุม TZDs มีคุณสมบัติ
ปองกันการบาดเจ็บ และการตายของเซลลจากสารเคมี และสามารถชะลอการเส่ือมของไตจาก
ภาวะเบาหวานได คณะผูวิจัยต้ังสมมติฐานวาการบริหารยาในกลุม TZDs อยางตอเนื่องจะชวย
ชะลอการเส่ือมของเยื่อบุผนังชองทองในผูปวย CAPD ได และเนื่องจากยังไมเคยมีผูศึกษาผลของ
ยากลุม TZDs ตอ peritoneal membrane survival มากอน อีกทั้งโรคไตวายเร้ือรังระยะสุดทาย
เปนโรคที่มีความสําคัญของประเทศ คณะผูวิจัยเล็งเห็นวาการวิจัยนี้จะนําซ่ึงประโยชนอยางมากสู
วงการแพทยไทย 

 
1.2 สมมติฐานของการวิจัย (Hypothesis) 

ยาไทอะโซลิดินไดโอนสามารถชะลอการเส่ือมของเยื่อบุผนังชองทองจากการฟอกไตทาง
ชองทองไดทั้งในสัตวทดลอง และในเซลลเพาะเล้ียงในหลอดทดลอง โดยศึกษาประสิทธิภาพในเชิง
กายภาพและพยาธิสภาพในสัตวทดลอง และทําการศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของยาในระดับเซลล
เพาะเล้ียงในหลอดทดลอง 
  
1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย (Objectives) 
 1.3.1 ศึกษาประสิทธิผลของยาไทอะโซลิดินไดโอนในการปองกันไมใหเยื่อบุผนังชองทอง
ของสัตวทดลองเส่ือมสมรรถภาพ โดยการประเมิน cytokines ในน้ํายา spent dialysate และ 
membrane morphologies 

1.3.2 เพื่อศึกษากลไกในการปองกันไมใหเซลลเยื่อบุผนังชองทองบาดเจ็บจากการฟอกไต
ทางชองทอง โดยทําการศึกษาในเซลลเพาะเล้ียงในหลอดทดลอง 
 
1.4 คํานิยามเชิงปฏิบัติที่ใชในการวิจยั (Operational Definitions) 

ภาวะไตวายเร้ือรังระยะสุดทาย (end-stage renal disease, ESRD) หมายถึง ภาวะที่มี
อัตรากรองผานโกลเมอรูลัสนอยกวา 15 มิลลิลิตรตอ 1.73 ตารางเมตรตอนาที นานกวา 3 เดือน 
โดยอาจมีหรือไมมีพยาธิสภาพที่ไตรวมดวย 
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การลางไตทางชองทอง (peritoneal dialysis) หมายถึง วิธีการที่ใชน้ํายาลางไตใสเขาไป

ในชองทองโดยใหผนังเยื่อบุชองทองรับหนาที่เปนตัวกรองฟอกเลือด แยกระหวางสวนของเลือดกับ
น้ํายาลางไต เนื่องจากผนังบุชองทองมีลักษณะเปนเนื้อเยื่อบาง ๆ บุอยูภายในชองทอง โดยที่ชอง
ทองนั้นมีลักษณะคลายถุงบรรจุอวัยวะตาง ๆ ทั้งกระเพาะอาหาร ลําไส ตับ ฯลฯ พูดงายๆ ก็คือ 
สวนนํ้ายาลางไตท่ีใสเขาไปนั้นก็จะอยูในถุง (ชองทอง) สวนของเลือดก็คือเสนเลือดตาง ๆ ที่อยู
ตามผิวของเยื่อบุชองทองและลําไส โดยมีผนังบุชองทองเปนตัวกั้นและทําหนาที่กรอง เพราะเมื่อใส
น้ํายาลางไตเขาไปในชองทองแลวทิ้งไวสักระยะ ของเสียในเลือดที่มีความเขมขนสูงกวาน้ํายาลาง
ไต ก็จะมีการแพรกระจาย (diffusion) ผานเยื่อบุชองทองเขามาอยูกับน้ํายาลางไต ทําใหของเสีย
ในเลือดลดลง เมื่อถายนํ้ายาลางไตออกท้ิง ของเสียในเลือดก็จะถูกกําจัดออกไป ทําเชนน้ี
ตอเนื่องกันไปเร่ือย ๆ ของเสียในเลือดก็จะลดปริมาณลง  

การลางไตทางชองทองแบบถาวร (chronic peritoneal dialysis, CPD)  เปนการรักษา
ทดแทนไตแบบหน่ึง หลักการจะอาศัยผนังเยื่อบุชองทอง (peritoneum) ทําหนาที่คลายเมมเบรน 
ของตัวกรองฟอกเลือด แยกระหวางสวนของเลือด (blood compartment) กับสวนของน้ํายาลาง
ไต (dialysate compartment) เมื่อแชน้ํายาทิ้งไวในชองทองระยะเวลาหน่ึง ของเสียในเลือดที่มี
ความเขมขนสูงกวาน้ํายาลางไตจะมีการแพรกระจาย (diffusion) ผานเยื่อบุชองทองมายังน้ํายา
ลางไต ทําใหของเสียในเลือดลดลง หลังจากนั้นถายน้ํายาลางไตออกมาท้ิงแลวใสน้ํายาลางไตใหม
เขาไปแทนที่ ทําเชนนี้ตอเนื่องกันไปเร่ือย ๆ รูปแบบของการรักษา ประกอบดวย การลางไตทางชอง
ทองแบบตอเนื่อง (continuous ambulatory peritoneal dialysis, CAPD) การลางไตทางชองทอง
ตอเนื่องแบบใชเคร่ือง (continuous cyclic-assisted peritoneal dialysis, CCPD) การลางไตทาง
ชองทองแบบที่มีน้ํายาในชองทองเฉพาะชวงกลางวัน (day time ambulatory peritoneal dialysis, 
DAPD) และการลางไตทางชองทองแบบท่ีมีน้ํายาในชองทองเฉพาะชวงกลางคืน (nightly 
intermittent peritoneal dialysis, NIPD) 

น้ํายาลางไตทางชองทองที่ผานการใชงาน (spent dialysate) หมายถึง น้ํายาลางไตทาง
ชองทอง (peritoneal dialysis solution)  ที่ไหลออกมาจากชองทอง (peritoneal cavity) ผานทาง 
catheter เมื่อทําการรักษาทดแทนไตดวยการลางชองทอง 

ขบวนการแลกเปล่ียนน้ําและสาร (dialysis) หมายถึง ขบวนการแลกเปล่ียนน้ําและสาร
ผาน semipermeable membrane โดยอาศัยความแตกตางของความเขมขนของสารนั้น ๆ ซึ่งจะ
ซึมผานจากที่ที่มีความเขมขนมาก ไปยังที่ที่มีความเขมขนนอยกวา ซึ่งเปนขบวนการทางเคมี 

การลางไตทางชองทองอยางตอเนื่องดวยตนเอง (continuous ambulatory peritoneal 
dialysis, CAPD) หมายถึง การนําความรูเร่ือง dialysis มาใช โดยอาศัย peritoneum ซึ่งมี
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คุณสมบัติเปน semipermeable membrane ทําหนาที่แลกเปล่ียนสารตาง ๆ ระหวางเลือดกับ 
peritoneal dialysis fluid 

เซลลมีโซทีเล่ียม (mesothelium cells) หมายถึง เซลลที่บุผนังหนาทองซ่ึงจะยอมติด anti-
cytokeratin  

apoptosis หมายถึง กระบวนการตายของเซลลดวยตัวเอง (program cell death) ซึ่งจะ
ยอมติดสี Alexa  

 
1.5 ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับการจากการวิจัย (Expected Benefit and Application) 

1.5.1 สามารถนําการศึกษานี้มาใชกับผูปวยไตวายเร้ือรังระยะสุดทายที่ไดรับการรักษา
ทดแทนไตทางชองทองทุกรายที่ไมมีขอหามในการใชยา เพื่อชะลอการเส่ือมของเยื่อบุผนังชองทอง 
ซึ่งชวยในผูปวยประหยัดคาใชจายโดยไมตองเพ่ิมปริมาตรน้ํายาที่ใชในการฟอกไตทางชองทอง 
หรือใชน้ํายาฟอกที่มีคุณสมบัติพิเศษซึ่งมีราคาแพง 

1.5.2 ชวยทําใหผูปวยโรคไตวายเร้ือรังระยะสุดทายที่ไดรับการรักษาทดแทนไตทางชอง
ทองมีคุณภาพชีวิตดีข้ึน ลดอัตราการตายและอัตราการเกิดหัวใจวาย  

1.5.3 การเผยแพรผลงานวิจัยในวารสารระดับนานาชาติหรือวารสารที่อยูใน index 
medicus 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 Peritoneum anatomy 
การลางไตทางชองทอง เปนวิธีการหนึ่งในการรักษาภาวะไตวายเร้ือรังระยะสุดทาย โดย

วิธีการใสน้ํายาที่เตรียมไวในชองทอง เพื่อใหมีการแลกเปล่ียนของเสียที่สะสมในรางกาย และปรับ
สมดุลของน้ําและเกลือแร [30] โดยเร่ิมนํามาใชในการรักษาผูปวยไตวายเร้ือรังระยะสุดทายต้ังแตป 
พ.ศ. 2519 และไดมีการพัฒนาอยางตอเนื่อง  

ในการทําการลางไตทางชองทอง ประกอบดวยองคประกอบพื้นฐานที่สําคัญ 3 อยาง คือ  
 1.  ระบบหลอดเลือด ซึ่งในการลางไตทางชองทอง หมายถึง อัตราการไหลของเลือดที่ไป
ยังบริเวณเยื่อบุชองทอง  
 2.  เยื่อบุหรือ membrane ซึ่งเปนตัวคัดเลือกสําหรับการกรอง 
 3.  ระบบน้ํายา ซึง่ในที่นี ้หมายถงึน้าํยาที่ใสเขาในชองทอง 
 ในการศึกษาพื้นฐานของการลางไตทางชองทอง มีความจําเปนตองเขาใจถึงกายวิภาค
ของเยื่อบุชองทอง (peritoneal membrane) และชองทอง (peritoneal carvity) ซึ่งมีความสําคัญ
ยิ่งในกระบวนการแลกเปล่ียนของเสีย สารตาง ๆ และนํ้าออกจากรางกาย  

โดยชองทองเปนชองวาง มีปริมาตรของเหลวบรรจุอยูนอยกวา 100 มิลลิลิตร บุดวยเยื่อบุ
ชองทอง ซึ่งมีลักษณะเปนเยื่อบุบาง ๆ ที่มีหลอดเลือดอยูมากมาย จึงทําหนาที่คลายกับเปนตัว
กรอง (dialyzer) ในการลางไต โดยเยื่อบุชองทองจะมี 2 สวนที่สําคัญ คือ visceral peritoneum 
ซึ่งเปนสวนของ peritoneum ที่หุมสวนของอวัยวะภายใน โดยคิดเปนรอยละ 90 ของเยื่อบุชองทอง
ทั้งหมด และ parietal peritoneum ซึ่งเปนสวนของ peritoneum ที่บุบริเวณผนังโดยรอบของชอง
ทอง โดยมีพื้นที่ประมาณรอยละ 10 ของพื้นที่ทั้งหมดตามรูปที่ 1 และ 2 [31] 
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รูปที่ 1. แสดง anterior view of internal abdominal organ (visceral peritoneum) และ 
posterior view of abdominal wall (posterior parietal peritoneum) 
(ดานซายมือ แสดง anterior view of internal abdominal organ (visceral peritoneum) และ
ดานขวามือ แสดง posterior view of abdominal wall (posterior parietal peritoneum)) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2. แสดงเย่ือบุชองทองดานตัดขวาง ทั้ง parietal peritoneum และ visceral peritoneum 

 

2.2 Ultrastructure of peritoneum 
ในการลางไตทางชองทอง เมื่อใสน้ํายาในชองทอง น้ํายาจะมีการกระจายอยูในสวนตาง ๆ 

ของชองทอง และมีการแลกเปล่ียนของน้ําและสารตาง ๆ โดยอาศัยความแตกตางของสารละลาย
ในแตละสวนคือในน้ํายาและหลอดเลือด โดยมีทั้งการแลกเปลี่ยนจากหลอดเลือดเขาสูน้ํายา และ
มีการดูดกลับจากน้ํายาเขาสูหลอดเลือด โดยอาศัยเนื้อเยื่อตาง ๆ ของเยื่อบุชองทองเปนตัวกลาง
สําคัญในกลไกเหลานี้  

โครงสรางที่สําคัญของเย่ือบุชองทองประกอบดวย 4 ระบบที่สําคัญ (รูปที่ 3) คือ 
1. เซลลเยื่อบุชองทอง (mesothelial cell) 
2. เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (interstitial tissue) 
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3. ระบบหลอดเลือดฝอย (capillary system) 

 4.   ระบบน้ําเหลือง (lymphatic system) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.  แสดงลักษณะของ normal peritoneum แสดงความสัมพันธระหวางสวนประกอบตาง ๆ 
microvilli, M; cilium, C; junctional complex, JC; lamellar body, LB; elastic laminar, EL; 
mast cell, M; fibroblast, F; pericyte, P; endothelium, E; capillary, CAP; basement 
membrane, BM. 
 

2.2.1 ชั้นเซลลเยื่อบุชองทอง (Mesothelial layer)  
ประกอบดวย mesothelial cell [32] ในภาวะปกติที่เยื่อบุชองทองจะมีชั้น mesothelial 

cell 1 ชั้น [33] ซึ่งมี embryological derivation เดียวกันกับ endothelial cell ซึ่งพบวาเม่ือมีการ
กระตุนสามารถที่จะมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลจากเซลลที่มีรูปรางแบน (flat cell)  
กลายเปนรูปรางคลายส่ีเหล่ียม (cuboidal cell) ที่มีคุณสมบัติของ mesenchymal cell ซึ่งเรียกวา
เกิด epithelial mesenchymal transition (EMT) ทําหนาที่คลายกับ secretory cell และแสดง
คุณสมบัติตาง ๆ ของ myofibroblast 

ในภาวะปกติ mesothelial cell จะมีรูปรางที่แตกตางกันในแตละตําแหนงที่แตกตางกัน 
เชน ที่บริเวณ parietal peritoneum จะมีลักษณะเปนเซลลแบนราบ (discoid flattened cell) มี
ความหนาประมาณ 2.5-3.0 ไมครอน มีปริมาณ cytoplasm นอย ในขณะที่บริเวณที่ปกคลุมรังไข 
และอวัยวะในชองทองจะมีลักษณะเปน cuboidal cell [34] หรือที่บริเวณเยื่อบุคลุมกระเพาะ
อาหารจะมีลักษณะเปนสวนของ transitional zone ฯลฯ โดยมีความหนาแนนของเซลลประมาณ 
109 เซลลตอ 1-2 ตารางเมตร  ซึ่งที่ผิวเซลล จะมีกลุมของ microvilli ขนาดประมาณ 0.08 ไมครอน
และยาวประมาณ 2-3 ไมครอน กระจายในรูปแบบตาง ๆ กันแลวแตตําแหนงของเซลล  
 องคประกอบของเซลล ประกอบดวยนิวเคลียสที่มีลักษณะเปนรูปรี สามารถพบ nuclei 2 
อันไดบอย และ ลักษณะเดนของเซลลนี้คือ พบ vesicle อยูโดยทั่วไป ซึ่ง vesicle นี้จะมีบทบาทใน
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การขนสงสารจากทางดาน peritoneal surface โดยอาศัยกลไก endocytosis mechanism 
นอกจากนี้พบ mitochondria ซึ่งมี rough endoplasmic reticulum (RER) อยูรอบ ๆ ไดทั่วไป  
สามารถพบ golgi apparatus ประมาณ 2-3 อัน รวมทั้ง lysosome ตาง ๆ บางคร้ังสามารถพบ 
lipid inclusions ได 3-4 อัน โดยเฉพาะที่สวนยอดของเซลล และตรวจพบ lamellar bodies ได
บอยซ่ึงเช่ือวาเปนที่เก็บของ lubricant phospholipids (สวนใหญ คือ phosphatidylcholine) โดย
สังเคราะหข้ึนในเซลล และถูกขับออกไปยังผิวของเยื่อบุชองทอง รวมทั้งสามารถพบ lamellar 
bodies [35] บริเวณ microvilli และ mesothelial cell ไดบอยรวมทั้งใน macrophage 

สวน microvilli ของ mesothelial cell มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 0.08-0.1 ไมครอน 
โดยมีความยาวประมาณ 2 ไมครอน ภายในจะมี fine filament ซึ่งสวนใหญเปน actin มีความ
หนาประมาณ 4 นาโนเมตร โดยมีความหนาแนนในบริเวณตาง ๆ ของเยื่อบุชองทองที่แตกตางกัน 
ซึ่ง microvilli นี้จะมีประจุลบ สามารถจับกับ phospholipid ชนิดตาง ๆ เชน 
phosphatidylcholine, phosphatidyl inositol, phosphatidyl ethanolamine, phosphatidyl 
serine เปนตน มีบทบาททําใหลดการเสียดสีระหวางอวัยวะตาง ๆ นอกจากนี้การที่เซลลมี 
microvilli ยังชวยเพิ่มพื้นที่ผิวในการแลกเปล่ียนสารตาง ๆ ระหวางชองทองกับเซลลอ่ืน ๆ และ
หลอดเลือด และเปนตัวกั้นเพื่อปองกันการเกิด adhesion ตอ peritoneum membrane ที่ไดรับ
อันตราย ในขณะที่สวน cilia นั้นก็คลายกับที่พบในสวนอ่ืน ๆ แตยังไมทราบบทบาทที่ชัดเจน 

การเกาะติดกันของ mesothelial cell โดย tight junction ในรูปแบบของ desmosome 
โดยเฉพาะที่สวนนอกสุดและที่บริเวณ basal region เซลลจะถูกล็อคดวย interdigitating 
process โดยประกอบดวย glycoprotein ในกลุม cadherin family รวมกับ actin filament และ
โปรตีน vinculin เซลลบางตําแหนงมีการเช่ือมเซลลแบบ gap junction ซึ่งเช่ือมดวยโปรตีน 
connexon พบบอยที่ visceral peritoneum มากกวา parietal peritoneum จากการศึกษาเชื่อวา 
การดูดซึมของสารตาง ๆ เชน กลูโคสกลับเขาสูรางกาย ฯลฯ นาจะผานทาง intercellular route 
เปนสําคัญ   

ถัดจากช้ัน mesothelial cell เปนชั้นบาง ๆ ที่เรียกวา mesothelial basement 
membrane มีความหนาประมาณ 40 นาโนเมตร ซึ่งประกอบดวย type IV collagen  ใน ground 
substance ที่มี laminin, fibronectin และ proteoglycan   

นอกจากนี้ในบางตําแหนงของเย่ือบุชองทองมีลักษณะเปนจุดเล็ก ๆ ที่เรียกวา milky spot 
มีรายงานการตรวจพบคร้ังแรกโดย von Recklinghausen ต้ังแตป พ.ศ. 2506 ซึ่งเปนกลุมของ
เซลลที่พบมากที่บริเวณ greater omentum [36] และใกลแขนงที่ 1 และ 2 ของหลอดเลือดแดง มี
ขนาดต้ังแต 0.1-2 มิลลิเมตร ซึ่งยากที่จะมองเห็นไดดวยตาเปลา องคประกอบของ milky spot 
ประกอบดวย macrophage (รอยละ 70), เม็ดเลือดขาวโดยเฉพาะอยางยิ่ง B และ T cell (รอยละ
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14 และรอยละ 13 ตามลําดับ) รวมทั้งพบ mast cell และ monocyte ไดบาง เช่ือวา milky spot 
นาจะเปน accessory lymphoid organs ซึ่งเปน first line defense mechanism ของ peritoneal 
cavity  
 ลักษณะโครงสรางและหนาที่ของ mesothelial cell แสดงในรูปที่  4 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 4. แสดงโครงสรางและหนาที่ของ mesothelial cell [37] 
 

2.2.2 เน้ือเยื่อเกี่ยวพัน (Interstitial tissue) หรือชั้นท่ีอยูใต mesothelial (Submesothelial 
layer)  
 เนื้อเยื่อเกี่ยวพันมีความหนาประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ประกอบไปดวย fibroblasts, mast 
cell, macrophage และ collagen network ซึ่งมี collagen bundle โดยเฉพาะอยางยิ่ง type I 
และ type III เช่ือมระหวางเสนเลือด และ mesothelial layer รวมกับองคประกอบที่สําคัญใน gel-
like matrix คือ hyaluronic acid และ proteoglycan ซึ่งมีความสามารถในการจับกับน้ํา และ
เนื่องจาก hyaluronic acid มีคุณสมบัติเปนประจุลบ จึงทําหนาที่กั้นการผานเขาออกของน้ําและ
โมเลกุลของสารตาง ๆ โดยเฉพาะ plasma protein ซึ่งมีประจุลบเชนกัน กรณีที่มีการอักเสบของ
เยื่อบุชองทอง สารเหลานี้จะมีปริมาณเพิ่มข้ึนโดยมักรวมกับการบวมของชั้น interstitial ดวย 
 คาแรงดันในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (interstitial pressure) ในภาวะปกติจะมีคาเปนลบ แตเม่ือ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันเกิดการบวม (interstitial edema) จะเกิดผลตรงขามกัน คือ คาแรงดันในเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพันมีคาเปนบวก ทําใหความยาวและขนาดเสนผาศูนยกลางของหลอดเลือดฝอยในเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพันมีการเปลี่ยนแปลง สงผลตอการแลกเปล่ียนน้ําและสารตาง ๆ นอกจากนี้ถาปริมาณเลือด
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ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเกิดการเปล่ียนแปลง จะสงผลกระทบโดยตรงตอการแลกเปล่ียนของสารตาง 
ๆ ดวย เชน ในกรณีที่มีการอักเสบของเยื่อบุชองทอง ซึ่งมีการขยายตัวของหลอดเลือดและปริมาณ
เลือดในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเพิ่มข้ึน จึงอาจสงผลใหเกิดการดูดซึมกลับของสารโมเลกุลเล็ก เชน 
กลูโคส และนํ้า กลับเขาสูรางกายเพิ่มมากข้ึน  
 

2.2.3 ระบบหลอดเลือดฝอย (Capillary system) 
เยื่อบุชองทอง ประกอบดวยระบบเสนเลือดฝอยที่สําคัญ 3 ชนิด [38] คือ  
1. ชนิดตอเนื่อง (continuous capillary) คลายกับที่พบใน mesenteric vessels 
2. ชนิดรางแห (fenestrated capillary) พบไดที่บริเวณ parietal peritoneum โดยเฉพาะ 

mesentery คิดเปนรอยละ 1.7 ของจํานวนเสนเลือดฝอยทั้งหมด โดยเปนชนิดที่มีบทบาทในการ
แลกเปล่ียนถึงรอยละ 49 [39] 

3. ชนิดไมตอเนื่อง (discontinuous capillary) ซึ่งคลายกับที่พบใน liver sinusoid  
เซลลเยื่อบุหลอดเลือดฝอย (endothelium cell) มีโครงสรางเหมือนกับเซลลอ่ืน โดยมีผนัง

เซลล (plasmalemma) ท่ีมีลักษณะแบน Robertson unit membrane ความหนาประมาณ 80-100 Ao 
ซึ่งประกอบดวยช้ันของไขมันขนาบดวยชั้นของโปรตีน มี glycocalyx network บนผิวเซลลซึ่ง
ประกอบดวย sialoconjugates, proteoglycan และ acidic polymer ทําหนาที่เปน fibrous 
network และเปนสวนหนึ่งที่ทําใหเกิด negative charge รวมกับมีชองวางเล็ก ๆ ที่มีบทบาทใน
การควบคุมการขนสงของโมเลกุลขนาดเล็ก และขนาดใหญผานผนังหลอดเลือด โดยเฉพาะอยาง
ยิ่งตอ anionic molecule เชน albumin เปนตน [40] 

สวนภายในเซลลของเยื่อบุหลอดเลือด ประกอบดวย pinocytic vesicle จากการศึกษาใน
สัตว [41-42] พบวาในการขนสงแบบ transendothelial channel  เกิดจากการเช่ือมตอของ 
vesicle โดย vesicle สามารถเคล่ือนจากดานหนึ่งของเซลลไปยังอีกดานหนึ่ง ทําใหเกิดการขนสง
สารตาง ๆ [43] ซึ่งเรียกวา  fluid phase pinocytosis เกิดข้ึนโดยผานทาง uncoated 
plasmalemmal vesicles และ transendothelial channel มีบทบาทสําคัญในการกระตุน active 
transport ของ albumin นอกจากนี้ vesicle ที่เกิดข้ึนอาจเปนสวนหนึ่งของขบวนการ pinocytosis 
ของสารโมเลกุลขนาดใหญและน้ําที่อาศัยตัวรับ (receptor) หรือที่เรียกวา highly specific 
receptor mediated pathway ซึ่งอยูที่บริเวณ coated pitted เมื่อสารจับกับ receptor จะมีการนํา
สารเหลานั้นเขาสูเซลล (internalized) และสงตอไปยัง lysosomal compartment หลังจากนั้น 
receptor จะยอนกลับมาที่ผิวเซลลเพื่อรับสารตอไป 

การเช่ือมตอระหวางเซลลเยื่อบุของหลอดเลือดฝอย จะเช่ือมตอกันอยางเหนียวแนนดวย  
tight junction หรือ zonula occluden โดยเปนการยึดกันของโปรตีนช้ันนอกทําใหเซลลชิดกันสนิท 
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แตในสวนของ postvenular capillary จะมีการเชื่อมตอกันอยางหลวม ๆ พบชองวางระหวาง
เซลลเกิดข้ึนประมาณรอยละ 25-30 โดยมีขนาดประมาณ 20-60 Ao ซึ่งเช่ือวาเปนทางผานของ
โมเลกุลขนาดใหญกวา 20 Ao  

basement membrane เปนตัวเชื่อมระหวางเซลลเยื่อบุหลอดเลือดและเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 
(connective tissue) โดยมีความหนาแตกตางกันไปตามชนิดของเนื้อเยื่อ basement membrane 
ประกอบดวยโครงสราง 3 ชั้น มีคุณสมบัติเปนประจุลบ จึงมีบทบาทสําคัญในการเปนตัวกั้นสารที่
มีโมเลกุลขนาดใหญ โดยเฉพาะที่มีประจุลบ เชน โปรตีน เปนตน ผานเขาออก ซึ่งพบวาเมื่อ
รางกายเกิดภาวะที่ basement membrane สูญเสียประจุลบเชน ภาวะ septic peritonitis, ไดรับ 
protamine sulfate, enzymatic degradation of glycosaminoglycan เปนตน จะทําใหมีการ
สูญเสียโปรตีนเพิ่มมากข้ึน 

สวน endothelial cell ของ fenestrated capillary ซึ่งมี fenestrae ขนาด 20-120 นาโน
เมตร เปดและปดโดย diaphragm สามารถเพิ่มปริมาณมากข้ึนเมื่อมีการอักเสบ นอกจากนี้พบวา
ทางดาน blood surface จะมีประจุลบเดน ทําให fenestarted capillary มีการผานของโมเลกุลที่มี
ประจุลบนอยกวา continuous capillary   

Sinusoid (discontinuous capillary) นั้นมี endothelial cells ดาดชั้นเดียว แตละเซลลไม
ตอเนื่องกัน ทําใหเกิดมีชองวางระหวางเซลลข้ึน ซึ่งมีขนาดประมาณ 1,000 Ao ชองทางนี้เปน
ทางผานเขาออกของสารทั้งขนาดใหญและเล็กระหวางภายใน lumen และภายนอกหลอดเลือด 
ขนาดของหลอดเลือดชนิดนี้ไมสม่ําเสมอ คอนขางกวางและมักคดเค้ียว สวน basal lamina อาจ
ไมมีหรือมีแตก็ไมตอเนื่องกัน 
    

2.2.4 ระบบน้ําเหลือง (Lymphatic system) 
 ในภาวะปกติ รางกายจะควบคุมปริมาตรน้ําในเนื้อเยื่อและชองวางตาง ๆ ใหอยูในระดับ
คงที่โดยการสรางน้ําเหลืองดูดกลับเขาสูรางกาย โดยปกติอัตราการสรางน้ําเหลือง จะเทากันกับ 
ปริมาณสุทธิของ capillary efflux เพื่อใหปริมาตรในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันและในชองทองมีคาคงที่ ใน
การลางไตทางชองทอง หรือในผูปวยที่มีปริมาตรสารน้ําในชองทองเพิ่มมากข้ึน เชน ภาวะทองมาน 
(ascites) ซึ่งน้ําและสารตาง ๆ ที่อยูในชองทองจะมีการดูดกลับเขาสูรางกายทางระบบน้ําเหลือง
และเขาสูหลอดเลือดรางกายมากข้ึน  

 ระบบน้ําเหลือง มีจุดเร่ิมตนจาก interstitial, non endothelial channels หรือ low 
resistance pathway ซึ่งเรียกวา pre initial lymphatics ซึ่งจะนําน้ําเหลืองจากบริเวณรอบของ 
venous microvasculature เขาไปยังเครือขายที่มีความยาวประมาณ 0.5 มิลลิเมตร โดยเปนทอ
ขนาดประมาณ 20-30 ไมครอน บุดวย endothelial cell  เม่ือมีปริมาณน้ําเหลืองเต็ม อาจมีขนาด
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กวางถึง 75 ไมครอน  เรียกระบบนี้วา initial lymphatic หลังจากนั้นจะนําน้ําเหลืองเขาสู 
lymphatic capillary ซึ่งมีขนาดกวางกวาเสนเลือดฝอย โดยมีขนาดประมาณ 15-40 ไมครอน บุ
อยูดวยเซลลชั้นเดียวที่มีคุณสมบัติคลายกับ endothelial cell และประกอบดวย fine actin like 
filament ที่มีขนาด 40-60 Ao เรียงตามแนวยาวของเซลล อันมีบทบาทสําคัญตอการหดตัวของผนัง
ของหลอดเลือดฝอยน้ําเหลือง  จากหลอดเลือดฝอยน้ําเหลืองเหลานี้ จะนําน้ําเหลืองจากสวนตาง 
ๆ ในชองทองเขาสูตอมน้ําเหลืองตาง ๆ ที่กระจายอยูภายในชองทอง และไหลเขาสู cisterna chili 
(ซึ่งเปนชองเปดทางดานลางของ thoracic duct) นําน้ําเหลืองและสารตาง ๆ ในชองทองกลับเขาสู
รางกายทาง thoracic duct และเปดเขาสูหลอดเลือดแดงท่ีบริเวณรอยตอระหวาง left subclavian 
vein และ left internal jugular vein [44] 
  นอกจากนี้ยังมีโครงรางน้ําเหลืองที่สําคัญอีกระบบหนึ่งซ่ึงเกี่ยวของกับการลางไตทางชอง
ทอง คือ โครงรางที่บริเวณกระบังลม (diaphragmatic lymphatic capillary network) (รูปที่ 5) 
โดยเปน plexus อยูใตชั้น mesothelial layer ซึ่งนําน้ําเหลืองจากชองทองเขาสู pleural side ซึ่ง
โครงรางน้ําเหลืองนี้ในคนจะกระจายอยูที่ชั้นกลามเนื้อของกระบังลมโดยเร่ิมตนที่บริเวณ 
lymphatic lacunae ซึ่งบุอยูดวย endothelial cell บาง ๆ เพียงชั้นเดียว อยูแบบคาบเก่ียวกัน 
(overlap) โดยท่ีไมมี tight junction พบวา ที่บริเวณนี้ไมพบประจุลบเนื่องจากมี ferritin ที่เปน
ประจุบวกเกาะติดกับบริเวณ glycocalyx  นอกจากนี้พบวามี stoma ซึ่งเปนชองเปดระหวาง 
mesothelial cell ทําใหมีการติดตอกันของ abdominal cavity และ subdiaphragmatic 
lymphatics โดยที่ stoma จะเชื่อมตอกับสวนที่เปน lacunae  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 5. แสดง subdiaphragmatic ของทอน้ําเหลือง 
  

น้ําเหลืองจากสวนของโครงรางน้ําเหลืองนี้จะรวมกันเขาสู procollector ซึ่งเปนหลอด
เลือดฝอยน้ําเหลืองขนาดเล็กที่มีชั้นของกลามเนื้อที่ไมสมบูรณอยูตอจากช้ัน endothelial cell 
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หลอดน้ําเหลืองเหลานี้จะมี semilunar valve นําน้ําเหลืองเขาสูหลอดน้ําเหลืองที่มีขนาดใหญ
กวา (40-200 ไมครอน) ที่มีลักษณะเปน valvular segment โดยที่มี semilunar bicuspid value 
อยูที่ตอนปลายของแตละ segment เรียกสวนของ collector ในแตละ segment ระหวางล้ินนี้วา 
lymphangion ซึ่งถือเปน anatomic และ functional unit ของ collecting lymphatic system [45] 
 
2.3 Peritoneal physiology 

การลางไตทางชองทอง อาศัยกระบวนการที่เรียกวา dialysis ซึ่งเปนการแลกเปลี่ยนน้ํา
และสารตาง ๆ ระหวางสารละลาย 2 ชนิด ในที่นี้คือ เลือดและน้ํายาที่ใสในชองทอง โดยผานเยื่อบุ 
(membrane) ที่ทําหนาที่กั้นและกรองสารตาง ๆ [46] (รูปที่ 6)  

 

 
 
 
 
 

รูปที่ 6. แสดงหลักการของ peritoneal dialysis ซึ่งประกอบดวย 2 compartment คือ สวนของ
เลือด ซึ่งมีของเสียและเกลือแรละลายอยู และ สวนของน้ํายาลางไตที่อยูในชองทอง ซึ่งมีเกลือแร
ละลายอยู โดยมีเยื่อบุกั้นระหวาง 2 สวนนี้ 
 

วัตถุประสงคหลักในการลางไตทางชองทอง 2 ประการในการทดแทนการทํางานของไตคือ  
1. กําจัดของเสียหรือสารที่เกินความตองการของรางกาย โดยอาศัยขบวนการแพร 

(diffusion) และขบวนการนําพา (convection) สารตาง ๆ เหลานั้นออกจากรางกาย  
ในขบวนการแพรของสาร อาศัยคุณสมบัติของชองทองและความแตกตางของความเขมขน

ของสารระหวางในกระแสเลือดกับน้ํายาในชองทอง ดังนั้นในกรณีที่ตองการจํากัดสารออกจาก
รางกาย สารเหลานั้นจะตองมีความเขมขนในน้ํายาตํ่ากวาในกระแสเลือด เชน โพแทสเซียม เปน
ตน หรือไมพบในน้ํายา เชน ยูเรีย และครีเอตินีน จึงจะสามารถที่จะกําจัดสารเหลานี้ออกจาก
รางกายได  ในขณะเดียวกันเมื่อตองการรักษาใหสารอยูในรางกาย ในน้ํายาก็จะตองประกอบดวย
สารที่มีความเขมขนใกลเคียงกับในเลือด เชน โซเดียม คลอไรด และแคลเซียม เปนตน อยางไรก็

Blood 
compartment 

Dialysate 
compartment
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ตาม ไมสามารถใสสารที่มีประโยชนทั้งหมดในน้ํายาเนื่องจากปญหาอ่ืน ๆ เชน การเตรียมน้ํายา  
ผลแทรกซอนตาง ๆ รวมทั้งคาใชจายในการผลิต เปนตน 

ขบวนการนําพา คือ การนําสารออกจากรางกายโดยอาศัยความสามารถในการละลาย
ของสารนั้นในนํ้า เมื่อมีการดึงน้ําจากหลอดเลือดเขาสูชองทอง และออกจากรางกาย ก็จะนําพา
สารออกมาดวย โดยการนําพานี้ข้ึนอยูกับคุณสมบัติของเยื่อบุชองทองในการกั้นสารเหลานั้น ซึ่ง
เรียกคุณสมบัตินี้วา ประสิทธิภาพการกรอง (sieving coefficient, s) ซึ่งหมายถึงสัดสวนของสารที่
ผานเยื่อบุจาก compartment หนึ่งไปอีก compartment หนึ่ง หรืออาจหมายถึงจากเลือดไปสูชอง
ทอง และในทางตรงขาม ประสิทธิภาพการสะทอนกลับ (reflection coefficient, ) ซึ่งหมายถึง
สัดสวนของสารที่สะทอนกลับขณะผานเย่ือบุ หรือหมายถึงสัดสวนของสารที่ไมกรองผานเยื่อบุ ซึ่ง
ในกรณีที่เปนเยื่อบุอยางงาย (simple membrane) คา reflection coefficient จะมีคาเทากับ 1-s  

ในขบวนการดึงน้ําออกจากรางกายผูปวย ตองอาศัยสารที่มีคุณสมบัติในการดูดน้ําที่
เรียกวา osmotic agent หรือ osmolyte ในเลือดมีสาร osmolytes ที่สําคัญคือ โซเดียม ยูเรีย และ 
กลูโคส ในขณะที่ในน้ํายาลางไตทางชองทอง ก็จะมีการใส osmolyte เพื่อเพิ่ม osmolarity ใหกับ
น้ํายา ที่สําคัญคือ กลูโคส และโซเดียม  เพื่อใหเกิดความแตกตางออสโมสิส (osmotic gradient) 
ระหวางเลือดและน้ํายาในชองทอง สารที่ใสในชองทองจะมีคุณสมบัติและความสามารถในการดึง
น้ําแตกตางกัน ข้ึนอยูกับคุณสมบัติในการสะทอนการดูดซึมกลับ (osmotic reflection coefficient, 
) ซึ่งมีคาต้ังแต  0 ถึง 1 ในกรณีที่มีคาเทากับ 0 แสดงวาไมมีการสะทอนกลับของสารนั้นทําใหไม
มีความสามารถในการดูดน้ํากลับโดยอาศัยแรงดันออสโมสิส  ในทางตรงขามถามีคาเทากับ 1 สาร
นั้นจะมีคุณสมบัติในการดึงน้ําไดเปนอยางดี  

2. ปรับสมดุลน้ําในรางกาย ในผูปวยไตวายจะมีแนวโนมในการมีภาวะน้ําเกินไดบอย 
ดังนั้นในการทําการลางไตทางชองทองจึงตองการดึงน้ําสวนที่เกินออกจากรางกาย (ultrafiltration) 
โดยอาศัยคุณสมบัติของเยื่อบุชองทอง (peritoneal ultrafiltration coefficient) และคุณสมบัติของ
สารที่มีความสามารถในการดูดน้ํา (osmolytes) ซึ่ง osmolytes หรือ osmotic agents ที่จะดึงน้ํา
ออกจากรางกายไดดีจะตองอยูในชองทองไดนานและดูดซึมกลับนอย (หรือมีคา osmotic 
reflection coefficient สูง) โดยสารเหลานี้ถูกนํามาใสในน้ํายาเพื่อเพิ่มความสามารถในการดึงน้ํา
ออกจากผูปวย [47] 
 
2.4 Peritoneal anatomical changes during peritoneal dialysis  

ในผูปวย CAPD จะเกิดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของเย่ือบุชองทอง ซึ่งเปนผลมาจาก
ลักษณะของน้าํยาลางไตในปจจุบันที่ไมเหมาะสมตอเซลล (bioincompatibility) เชน มีความเปน
กรด ความเขมขนของน้าํตาลสูง มี osmolarity สูงกวาในพลาสมา มคีวามเขมขนของแลคเตทสูง มี
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อนุพนัธที่เกิดจากการสลายตัวของน้าํตาลกลูโคส (reactive carbonyl compounds) และ
อนุพนัธท่ีเกิดจากปฏิกิริยาระหวางนํ้าตาลกลูโคสกับกรดอะมิโนในชองทองของผูปวย 
(advanced glycation end products) ปริมาณมาก รวมกับการเกิดการอักเสบติดเชื้อในชองทอง 
[48-50] 

เมื่อทําการผาตัดดวยวิธีการสองกลองในผูปวย CAPD พบการเปล่ียนแปลงของผิวของ
เยื่อบุชองทอง (ชั้น mesothelium) โดยจะเหน็เปนสีน้าํตาล (tanned) [33] เปนผลจาก oxidation 
products ของน้าํตาลกลูโคสที่เปนสวนประกอบหลักของน้าํยาลางไต (รูปที่ 7) 

 

 
 

รูปท่ี 7. แสดงการเปล่ียนแปลงสีของเย่ือบุผนังชองทอง 
 
พยาธิสภาพของเยื่อบุชองทองทีพ่บในผูปวย CAPD นั้นมีดังนี ้
1. mesothelial cells หลุดลอกออกจาก basement membrane 
2. สวน submesothelial compact zone มีความหนามากข้ึนและ omental tissue เกิด 

interstitial fibrosis 
3. หลอดเลือดมีการเปล่ียนแปลงลักษณะเปน subendothelial hyalinosis โดยเฉพาะ 

venules และ small veins รวมทัง้พบหลอดเลือดมีปริมาณมากข้ึน 
 
2.4.1 การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นของ mesothelial cell  
ในผูปวยที่เปนไตวายเร้ือรัง ผลของของเสียในรางกายทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของ 

mesothelial cell โดยจากการศึกษาในการตรวจเนื้อเยื่อบุชองทอง โดยใช transmission electron 
microscope (TEM) [33] พบวารอยละ 36 จะมี distinctive cytoplasmic inclusions และ
กลายเปน paracrystalline deposition ใน RER  เม่ือมีการสะสมมากข้ึน ทําใหเกิดความผิดปกติ
ของเยื่อบุเซลลทําใหเกิดการหลุดของเซลลออกจาก basement membrane [51] รวมกับการแตก
ของเซลลเยื่อบุชองทอง  (รูปที่ 8 และ 9)  
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รูปท่ี 8. แสดงการเปล่ียนแปลงของ peritoneum ในรายที่เปน uremia  
(ซายมือ แสดง light microscope ซึ่งไมแตกตางจากปกติ รูปขวามือ แสดง intracytoplasmic 
filamentous inclusions ใน mesothelial cell, mesothelium, MESO; mast cell, MC; 
fibroblast, Fb; capillary, CAP; basement membrane, BM) [51] 
 
 
 

 
 

 
 
 

รูปท่ี 9. แสดงการเปล่ียนแปลงของ peritoneum ในผูปวย CAPD  
(รูปซายมือ แสดง light microscope ซึ่งไมแตกตางจากปกติ และรูปขวามือ แสดงการลดลงของ 
microvilli และ micropinocytotic vesicles รวมกับการเพ่ิม RER ทัง้ในรายที่เปนเบาหวานและไม
เปนเบาหวาน จะพบมี reduplication ของ basement membrane (BM-1, 2, 3) mesothelium, 
MESO; mast cell, MC; fibroblast, Fb) [51] 

 
เนื่องจากเซลลชนิดนี้ตองสัมผัสกับน้ํายาลางไตโดยตรงจึงเกิดการบาดเจ็บ และหลุดลอก

ออกมาในชองทอง รางกายจึงปรับตัวโดยการสรางเซลลใหมข้ึนมาทดแทน (remesothelization) 
ในอัตราท่ีสูงประกอบกับเซลลชนิดน้ีมีหนาท่ีผลิตสารตาง ๆ เชน phospholipids, collagen, 
elastin, proteoglycans, fibronectin, interleukins, growth factors และ prostaglandins [52-59] 
ในปริมาณที่เพิ่มข้ึนเนื่องจากสารดังกลาวถูกเจือจางดวยน้ํายาลางไต จึงเกิดการเปล่ียนแปลง
ลักษณะของเซลลจากลักษณะแบน (epithelial-like) เปนลักษณะกลม หรือเปนส่ีเหล่ียมลูกบาศก 



 19
(non-epitheloid type) ที่มีคุณสมบัติของ mesenchymal cell ซึ่งเรียกวาเกิด epithelial 
mesenchymal transition (EMT) ทําหนาที่คลายกับ secretory cell และแสดงคุณสมบัติตาง ๆ
ของ myofibroblast ซึ่งจะมีเยื่อไฟเบอรที่คลายกับที่พบในเซลลกลามเนื้อเรียบซ่ึงสามารถหดตัว 
(contractile fiber) และยึดติดระหวางเซลลกับเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (fibronexi) โดยมีบทบาทสําคัญ
ตอการควบคุม extracellular matrix และสัมพันธโดยตรงตอการเกิดพังผืดของเยื่อบุชองทอง [60-
62] รวมกับลักษณะของ microvilli ที่ผิวเซลลจะมีลักษณะส้ันลง ปริมาณลดลงและจะหายไปใน
ที่สุด [63] (รูปที่ 10-15) โดยเฉพาะหลังการลางไตติดตอกันนานประมาณ 8-10 เดือน เช่ือวาเปน
ผลจากการใสน้ํายาลางไตในชองทองทําให visceral peritoneum และ parietal peritoneum 
ไมไดสัมผัสกัน ซึ่งการสัมผัสกันของเยื่อบุชองทองทั้ง 2 สวนจะเปนตัวกระตุนใหเกิด microvilli 
ประกอบกับแลคเตทในนํ้ายาลางไตเปนอีกปจจัยหน่ึงท่ีมีผลตอปริมาณ microvilli สวนการ
เปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนอีกตําแหนงคือ intercellular junction โดยจะมีการเปดชอง ณ บริเวณนี้
ต้ังแตระยะแรก ๆ ที่เร่ิมลางไต  

 

   

รูปท่ี 10. แสดงเย่ือบุชองทองหลังลางไต 40 วัน พบวามีบางบริเวณที่ไมมีเซลลปกคลุม และมีการ
เปล่ียนแปลงลกัษณะของเซลลเปนแบบลูกบาศก 
 

 
 

รูปท่ี 11. แสดงใหเห็นถึงการหลุดลอกของ mesothelial cells ออกมาในชองทอง 
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รูปท่ี 12. แสดง mesothelial cells ที่ตรวจพบในน้ํายาลางไต 
 

 
 

รูปท่ี 13. แสดงลักษณะของ mesothelial cells ชนิดตาง ๆ  
 

  
 

รูปท่ี 14. แสดง mesothelial cells ในเยือ่บุชองทองหลังลางไต 25 วัน พบวา microvilli ส้ันลง
     

 
 

รูปท่ี 15. แสดงลักษณะเยือ่บุชองทองหลังลางไต 14 เดือน ไมพบลักษณะของ microvilli 
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เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล ทําใหมีการเปลี่ยนแปลงในคุณสมบัติอ่ืน ๆ ของ

เซลล เชน สารคัดหล่ังตาง ๆ ของเซลล และการอยูรอดของเซลลโดยสามารถศึกษาไดโดยอาศัย
สารตาง ๆ ที่หล่ังออกมาจาก mesothelial cell (peritoneal biomarker) ตาง ๆ เชน 
phosphatidylcholine, cancer antigen 125 (CA125), hyaluronan, coagulation และ 
fibrinolytic factor รวมทั้ง pro และ antiinflammatory agents ตาง ๆ ทั้ง cytokines และ 
chemokines รวมไปถึง matrix metalloproteinase (MMP-2) (gelatinase A), MMP-3 
(stromelysin), MMP-9 และ tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMPs) ตาง ๆ ซึ่งมีบทบาท
ในการควบคุมการเปล่ียนแปลงตาง ๆ ขององคประกอบของ basement membrane [64], การ
ตรวจ MTT assay, การตรวจ trypan blue staining รวมถึง การตอบสนองของเซลลตอปฏิกิริยา
ตาง ๆ เชน การกระตุนการหล่ังสาร interleukin-6, MCP-1 เปนตน 

นอกจากนี้ยังพบวามีการเพิ่มของเซลลที่ตายกอนกําหนดที่เรียกวา apoptotic cell  ทั้ง 
mesothelial cell และเซลลอ่ืน ๆ ในผูปวยที่ลางไตทางชองทองอีกดวย โดย Boulanger และคณะ 
[18] ไดศึกษาผลของน้ํายาลางไตชนิดตาง ๆ 4 ชนิด ประกอบดวย heat sterilized dextrose 
lactate, filtered dextrose lactate, heat sterilized dextrose bicarbonate lactate และ heat 
sterilized icodextrin lactate ตอการแบงตัวของ mesothelial cells ที่เพาะเล้ียงไว โดยประเมิน
การแบงตัวของเซลล อัตราการเกิดกระบวนการ apoptosis และ necrosis พบวาขณะที่ความ
เขมขนของน้ําตาลเทากับ 15 กรัมตอลิตร การแบงตัวของ mesothelial cells ในน้ํายากลุม heat 
sterilized dextrose bicarbonate lactate ดีกวากลุม filtered dextrose lactate และ heat 
sterilized dextrose lactate ตามลําดับ ขณะเดียวกันที่ความเขมขนของน้ําตาลเทากับ 45 กรัมตอ
ลิตร การแบงตัวของเซลลในน้ํายากลุม heat sterilized icodextrin lactate เทากับกลุม heat 
sterilized dextrose bicarbonate lactate และทั้ง 2 กลุมมีการแบงตัวของเซลลดีกวากลุม 
filtered dextrose lactate และ heat sterilized dextrose lactate ตามลําดับ และเมื่อ
เปรียบเทียบระหวางความเขมขนของน้ําตาลที่ 15 และ 45 กรัมตอลิตร พบวาที่ความเขมขน 15 
กรัมตอลิตรมีการแบงตัวดีกวา รวมกับมีปริมาณเซลลที่ตายผานกระบวนการ apoptosis และ 
necrosis นอยกวาประมาณ 2 เทา (รูปที่ 16 และ 17) จากการศึกษานี้ไดขอสรุปวา ระดับความ
เขมขนของน้ําตาลที่สูงและสารประกอบประเภท advanced glycation end products ในน้ํายา
ลางไตทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงการทํางานของ mitochondria และกระตุนใหเกิดกระบวนการ 
apoptosis ของ mesothelial cells ยับย้ังการเติบโตของเซลลและขัดขวางกระบวนการ 
remesothelialization 
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รูปท่ี 16. แสดงการแบงตัวของเซลลในน้าํยาลางไตชนดิตาง ๆ  
               

               
 

รูปท่ี 17. แสดงปริมาณ mesothelial cells ที่เกิด apoptosis ในน้าํยาลางไตชนิดตาง ๆ  
(L; heat sterilized dextrose lactate, L.Filt; heat sterilized dextrose bicarbonate lactate, 
B/L; heat sterilized dextrose bicarbonate lactate, ICO; heat sterilized icodextrin lactate, 
15 g/L; ความเขมขนของน้าํตาล 15 กรัมตอลิตร, 45 g/L; ความเขมขนของน้าํตาล 45 กรัมตอ
ลิตร) 
 

Chen และคณะ ศึกษาปริมาณ mesothelial cells ที่เกิดกระบวนการ apoptosis ในผูปวย
ที่เกิดการอักเสบติดเช้ือในชองทอง เปรียบเทียบกับผูปวย CAPD พบวา สัดสวนของเซลลที่เกิด 
apoptosis มปีริมาณมากข้ึนตามระยะเวลาที่เกิดการติดเช้ือ ขณะทีป่ริมาณเซลลทั้งหมดลดลง ดัง
ตารางที่ 1 และผูปวยที่ลางไตทางชองทองที่ไมไดเกดิการอักเสบติดเช้ือในชองทองสามารถตรวจ
พบ mesothelial cells ที่เกดิ apoptosis ไดเชนกันแตมปีริมาณนอยกวาผูปวยที่เกิดการอักเสบติด
เชื้อในชองทองอยางมนีัยสําคัญ [65] 
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ตารางที่ 1. แสดงปริมาณเซลลตามระยะเวลาที่เกิดการติดเช้ือ 
 

  Day 5 Day 15 Day 28 
Non-infective 

control 

Total cell count (x 106/L) 0.16  0.048 0.04  0.02 0.014  0.0076 0.004  0.001 

Mesothelial cells (%) 9.2  1.9 9.0  1.5 12.3  1.9 4.2  2.5 

Percentage of M30 positive 9.5  3.2* 12.5  4.6* 16.1  6.3* 4.7  1.8 

หมายเหตุ * P < 0.0001 compared with non-infective PDE.   
 
Marina และคณะ ศึกษาเกี่ยวกับ lethal cytokines ที่มีผลตอการเกิด apoptosis ของ 

mesothelial cells โดยนําตัวอยางจากน้าํยาลางไตในผูปวยที่เกดิการอักเสบติดเช้ือในชองทอง 
และผูปวย CAPD พบวาระหวางที่เกดิการอักเสบติดเช้ือ เซลลสวนใหญที่เกดิกระบวนการ 
apoptosis คือเซลลเม็ดเลือดขาว และมีเพียงรอยละ 0.5-5 ที่เปน mesothelial cells โดยสัดสวน
ของเซลลที่เกดิ apoptosis จะเพิม่จํานวนมากข้ึนขณะที่จํานวนเซลลทั้งหมดลดลงในระหวางการ
รักษา เชนเดียวกับการศึกษาของ Chen และคณะ คือสามารถตรวจพบ mesothelial cells ที่เกดิ 
apoptosis ในผูปวย CAPD ซึ่งตามธรรมชาติเซลลที่เกิด apoptosis จะถูกกาํจัดโดยเซลลขางเคียง
ภายในระยะเวลาประมาณ 2-3 ชั่วโมง การที่สามารถตรวจพบเซลลดังกลาวในน้าํยาลางไตของ
ผูปวย บงบอกถึงปริมาณ mesothelial cells ที่อาจเกิด apoptosis ปริมาณสูง สวน cytokines ที่มี
ผลตอการเกิด apoptosis ที่ตรวจพบในการศึกษานี้คือ FASL โดยเฉพาะในผูปวยที่เกิดการอักเสบ
ติดเช้ือในชองทอง [66] 

สรุปจากการศึกษาขางตน แสดงใหเห็นวาการลางไตทางชองทองดวยน้ํายาลางไตที่ใชกัน
ในปจจุบัน สงผลให mesothelial cells เกิด apoptosis ซึ่งจะถูกกําจัดโดยเซลล macrophages 
หากตรวจพบ mesothelial cells ที่เกิด apoptosis ในน้ํายาลางไตบงช้ีถึงปริมาณเซลลจํานวนมาก
ที่เกิดกระบวนการนี้ ทําใหเยื่อบุชองทองปราศจาก mesothelial cells ปกคลุม และเช่ือวาเปน
กลไกที่สําคัญกลไกหนึ่งที่สงผลใหเกิดการเสื่อมสภาพของเยื่อบุชองทอง โดยพบความสัมพัฯธ
ระหวางปริมาณ mesothelial cell ที่บุบริเวณผิวของเยื่อบุชองทองที่ลดลงกับความหนาของช้ัน 
submesothelium compact zone และจํานวนของหลอดเลือดที่ผิดปกติอยางมีนัยสําคัญ 
 

2.4.2 การเกิดพังผืดในช้ันใตเยื่อบุผิว (Submesothelial fibrosis)  
 จากขอมูลที่ทราบกันทั่วไปแลววาเมื่อ peritoneum สัมผัสกับ dialysis solution เปน
ระยะเวลานาน ๆ จะทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของ mesothelial cell (mesothelial modification) 
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ไดแก การเปล่ียนแปลง ultrastructure ของเซลล โดยการเปลี่ยนรูปรางเปน cuboidal form และ
มีการสูญเสียของ mesothelial cell และเกิดการหนาตัวของ basement membrane ข้ึน ซึ่งสงผล
ใหเกิดมีการเปล่ียนแปลงที่ submesothelial region และเกิด simple sclerosis ตามมา โดยความ
หนาของ  submesothelium compact zone นั้นสัมพันธกับระยะเวลาที่ทํา CAPD 

กลไกการเกิดพังผืดเยื่อบุชองทองสัมพันธกับ cytokine ท่ีสําคัญท่ีมีบทบาทตอ
กระบวนการอักเสบและผลตามมาตอการเกิดพังผืด คือ transforming growth factor beta (TGF-
) ซึ่ง mesothelial cell สามารถเพิ่มการแสดงออกของ  TGF-  mRNA เม่ือถูกกระตุนดวย TNF-
 และ IL-1  จากการที่มีการเพิ่มข้ึนของ TGF- มีผลตอการควบคุมการทํางานของเซลล ทั้ง 
proliferation, differentiation, adhesion และ apoptosis และยังมีผลตอความผิดปกติของ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ทําใหเกิดความผิดปกติและเกิดพังผืดตามมา ตามรูปที่ 18 [67] นอกจากนี้จาก
การศึกษาของ Ichiro และคณะ พบวาในหนูแรทที่ไดรับ glucose degradation products 
(GDPs) ชนิดหนึ่งคือ methylglyoxal (MGO) ที่ผสมในน้ํายาลางไตนั้นพบการเพิ่มการแสดงออก
ของ TGF-, collagen, matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) และ advanced glycation end 
products receptor (RAGE) อีกทั้ง MGO ยังสงผลใหเกิดการลดการแสดงออกของ E-cadherin 
สวน TGF- นั้นสงผลใหเกิดการลดการแสดงออกของ E-cadherin และ cytokeratin  ซึ่งเปน 
epithelial marker [68] โดยการแสดงออกท่ีเปลี่ยนแปลงไปของโปรตีนที่กลาวมานั้นมี
ความสัมพันธกับการเกิด EMT ผานทางการควบคุมจาก transcription factor snail สอดคลองกับ
การศึกษาของ Eun-Joo Oh และคณะ ที่พบวาในหนูแรทที่ไดรับน้ํายาลางไตที่มี GDPs ในปริมาณ
ที่ตํ่านั้นพบการเกิด peritoneal fibrosis ลดลงและโปรตีนที่สัมพันธกับ  peritoneal fibrosis  เชน  
-smooth muscle actin (-SMA) นั้นมีการแสดงออกนอยกวาในหนูแรทท่ีไดรับนํ้ายาลางไต
ท่ีมี GDPs ในปริมาณท่ีสูง [69] และจากการศึกษาของ Chieko Higuchi และคณะพบวา 
ปริมาณของกลูโคสที่สูงนั้นมีผลตอการเพิ่มการแสดงออกของ plasminogen activator inhibitor-1 
(PAI-1) ใน fibroblast  อีกดวย [70] 

กลไกการเกิด peritoneal fibrosis นั้นไดมีผูทําการศึกษาไวมากมายโดย Qiang Yao และ
คณะพบวากลไกการเกิด peritoneal fibrosis นั้นเกิดผานทาง TGF/Smad  pathway [71] ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาของ Qinghua Liu และคณะที่พบวา TGF/Smad  pathway ที่สงผลตอ
การเกิด peritoneal fibrosis นั้นผาน  C-Jun N-terminal kinase (JNK) signaling [72] อีกทั้ง 
Strippoli และคณะพบวาการเกิด EMT นั้นผานทาง ERK/NF-B/Snail-1 pathway ซึ่งการเกิด 
EMT นั้นมีบทบาทสําคัญตอการควบคุม extracellular matrix และสัมพันธโดยตรงตอการเกิด
พังผืดของเย่ือบุชองทอง [77] 
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รูปท่ี 18. แสดงการเกิดกลไกพังผืดในรายทีท่ําการลางไตทางชองทอง [67]  

 
2.4.3 ปฏิกิรยิาการตอบสนองของรางกายและการเกิดหลอดเลอืดใหม  

 ในสภาวะปกติซึ่งมีน้ําอยูในชองทองนอยกวา 50 มิลลิลิตร และจะมีปริมาณเซลลตาง ๆ
ประมาณ 7-12 ลานเซลล โดยที่เซลลสวนใหญเปน peritoneal macrophage (มากกวารอยละ 
90) และเปน lymphocyte (ประมาณ รอยละ 5-10) และ polymorphonuclear cell (นอยกวารอย
ละ 5) [74] ในรายที่ทําการลางไตทางชองทอง พบวา ในน้ํายา peritoneal effluent จะมี 
mesothelial cell รอยละ 4.4 และ macrophage รอยละ 57  

ปฏิกิริยาตอบสนองของรางกาย เร่ิมตนจากการกระตุน peritoneal macrophage จากเช้ือ
กอโรคหรือสารที่หล่ังจากเช้ือเหลานั้น เชน lipopolysaccharide ฯลฯ ซึ่งเร่ิมตนจากเกาะติดของ
เช้ือหรือองคประกอบของเชื้อกับ serum factor ตาง ๆ ซึ่งเรียกวา ขบวนการ opsonization (ซึ่งมี
ปจจัยที่สําคัญคือ IgG, C3 และ fibronectin) ที่เช้ือกอโรค หลังจากนั้นจับกับตัวรับของ 
macrophage ซึ่งสามารถกระตุน complement cascade โดยการยอย C3 ใหเกิด C3b ซึ่ง
สามารถจับกับตัวรับที่ monocytes, polymorphonuclear cell และ peritoneal macrophage
อยางไรก็ตามเชื้อบางชนิดเชน Staphylococcus aureus สามารถที่จะกระตุน IgG molecule บน
เยื่อบุ peritoneal macrophage โดยที่ไมจําเปนตองอาศัยกระบวนการ opsonization  

หลังจากที่ peritoneal macrophage ถูกกระตุน ทําใหมีการหล่ัง proinflammatory 
cytokine ชนิดตาง ๆ เชน tumor necrotic factor alpha (TNF-), interleukin-1 (IL-1), IL-6 และ 
IL-8 รวมทั้งกระตุนใหมีการหล่ัง chemotracttractants leukotriene B4 (LTB4) และ monocyte 
chempotactic protein-1 (MCP-1) และการกระตุนผานทาง prostaglandin E2 (PGE2) และ 
trombroxane B2 (TXB2) โดยพบวาในรายที่เกิดการอักเสบเยื่อบุชองทอง จะมีการเพิ่มข้ึนของ 
PGE2 รอยละ 199 และ  6-keto PGF1 alpha รอยละ 68 รวมทั้ง TXB2 รอยละ 44 [75] 
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นอกจากนี้ TNF- และ IL-1 สามารถกระตุน macrophage ไดโดยตรงใหมีการเพิ่ม

การหล่ัง PGE2 และ TXB2   ซึ่งมีผลทําใหเกิดการขยายตัวของหลอดเลือดและการเพิ่ม vascular 
permeability ทําใหมีการรั่วของโปรตีนตาง ๆ รวมทั้ง opsonin จากเลือดเขาสูชองทอง ในขณะที่ 
IL-8, MCP-1 และ LTB4 จะกระตุนการอักเสบโดยการดึง polymorphonuclear cell และ 
monocyte มายังตําแหนงที่การอักเสบ ในขณะที่ IL-6 และ PGE2 จะควบคุม macrophage และ
ควบคุมการขยายตัวของการอักเสบ ซึ่งในการควบคุมการอักเสบยังถูกควบคุมโดย IL-1 receptor 
antagonist (IL-1r) และ TNF-soluble receptor ที่หล่ังออกมาจาก PMN และ monocytes (รูปที่ 
19)     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 19. แสดงกระบวนการอักเสบและ inflammatory response ตอการติดเช้ือกอโรค [75] 
 
จาก inflammatory mediator และการเปล่ียนแปลงของเซลลตางๆ ทําใหเกิดการ

เปล่ียนแปลงของเสนเลือด  จะพบมีการเพิ่มจํานวนของหลอดเลือด  (neoangiogenesis, 
granulation tiissue) ซึ่งพบเพิ่มจํานวนตามระยะเวลาของการทํา PD แตจะพบมากข้ึนในรายที่
เกิดการอักเสบของเยื่อบุชองทอง และในรายที่มีการอักเสบเร้ือรังจนเกิดเปนพังผืดของเย่ือบุชอง
ทอง นาจะเปนผลมาจากการเปล่ียนแปลงของ VEGF [76] ซึ่งคลายกับในผูปวยที่เปนเบาหวาน 
นอกจากนี้ยังพบวามีการเพิ่มข้ึนของ dilated vessels และพบการหนาตัวของชั้น tunica media 
ซึ่งในบางรายอาจมีการอุดตันของเสนเลือดได   

การเปล่ียนแปลงของหลอดเลือด จะพบมีการเพิ่มจํานวนของหลอดเลือด ซึ่งพบเพิ่ม
จํานวนตามระยะเวลาของการทํา PD แตจะพบมากขึ้นในรายท่ีเปน peritoneal sclerosis 
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นาจะเปนผลมาจากการเปลี่ยนแปลงของ VEGF [77] ซึ่งคลายกับที่พบในผูปวยที่เปน
เบาหวาน นอกจากนี้ยังพบวามีการเพิ่มข้ึนของ dilated vessels และพบการหนาตัวของชั้น tunica 
media สงผลใหหลอดเลือดมีลักษณะตีบแคบลง ในบางรายอาจมีการอุดตันของเสนเลือดได  
นอกจากนี้พบ cellular infiltration รวมทั้งอาจพบ activated endothelial cell ในรายที่เปน SEP 
ได [76] 
 ปจจุบันยังไมทราบวาการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของเยื่อบุชองทองในตําแหนงใดเปน
ปจจัยหลักที่ทําใหเกิดการเส่ือมสภาพในการแลกเปล่ียนสสารและน้ํา เชนการเปล่ียนแปลงของ
เซลล endothelial lining peritoneal capillaries [13] หรือการเปล่ียนแปลงของ mesothelial 
cells ท่ีเปนเหตุทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของเย่ือบุชองทองเปนลักษณะ fibrosis และ 
neoangiogenesis เนื่องจาก VEGF ซึ่งเปนสารที่มีคุณสมบัติเปน potent proangiogenic factor 
พบวามีปริมาณสูงข้ึนในผูปวย CAPD และมีความสัมพันธกับการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของ
เยื่อบุชองทองดังกลาว โดยเช่ือวาเปนหนึ่งในกลไกหลักที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ 
การศึกษาของ Aroeira และคณะ พบวา mesothelial cells มีความสามารถสราง VEGF ได
ปริมาณมากถามีการเปลี่ยนแปลงลักษณะจากเซลล epitheliod mesothelium เปน non-
epitheliod mesothelium (รูปที่ 13) โดยการเปล่ียนแปลงนี้สามารถตรวจพบในผูปวย CAPD 
รวมกับพบวาน้ํายาลางไตที่ถายเทจากเซลล non-epitheliod mesothelium มีคา VEGF มากกวา
ระดับ VEGF ในพลาสมา (รูปที่ 20 และ 21) [78] 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 20. แสดงระดับ VEGF จากน้ําที่ถาย จากผูปวย CAPD ที่มีลักษณะ mesothelial cells ชนดิ
ตาง ๆ  
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รูปท่ี 21. แสดงระดับ VEGF ในซีร่ัมของผูปวย 
 

2.5 Peroxisome proliferator activated receptor-gamma (PPAR-) 
PPAR เปนเปาหมายสําคัญในการออกฤทธิ์ของยาในกลุม TZDs ซึ่งเปนยาลดน้ําตาลตัว

ใหมที่มีคุณสมบัติลดภาวะ insulin resistance ในผูปวยเบาหวาน ไตวายเร้ือรังระยะสุดทาย อีก
ทั้งยังสามารถชะลอการเส่ือมหนาที่ของไตจากภาวะเบาหวาน (diabetic nephropathy) และจาก
สาเหตุอ่ืน ๆ (non-diabetic nephropathy)  

PPAR อยูในตระกูล nuclear hormone receptor กลุมเดียวกับ thyroid และ steroid 
hormones ในปจจุบันสามารถแบง PPAR เปน 3 isoforms ไดแก PPAR-, PPAR- และ 
PPAR-  ทั้ง 3 isoforms มีลักษณะพ้ืนฐานและการเรียงตัวของกรดอะมิโนคลายคลึงกันคือ
ประกอบดวยสวนสําคัญ 4 สวน (รูปท่ี 22) คือ 1) N-terminal ligand-independent 
transactivation domain (A/B domain) 2) DNA binding domain (DBD หรือ C domain) 3) 
cofactor docking domain (D domain) 4) C-terminal E/F domain ซึ่งประกอบดวย 2 สวน
สําคัญ คือ ligand binding domain (LBD) และ ligand-dependent transactivation domain 
(AF2 domain) พบความแตกตางในการกระจายตัว ชนิดของตัวกระตุน และการแสดงออกของทั้ง 
3 isoforms คือ 

1. PPAR- พบไดแพรหลายในอวัยวะที่มีปฏิกิริยา -oxidation ในไมโตคอนเดรียสูง 
ไดแก ตับ, หัวใจ, ลําไสเล็ก, brown fat และ renal cortex สรางจากโครโมโซมคูที่ 22 ทําหนาที่ใน
การควบคุมการเผาผลาญไขมันและเมตาบอลิซึมของรางกาย สามารถจับไดอยางจําเพาะเจาะจง
กับกรดไขมันในรางกาย ไดแก palmitic acid, oleic acid, linoleic acid และ arachnodic acid 
และกับยาในกลุม fibrates เชน fenofibrate, bezafibrate และ gemfibrozil มีฤทธิ์ตานการอักเสบ 
สามารถปองกันและยับยั้งกระบวนการ atherosclerosis ในสัตวทดลองและในผูปวยได 
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2. PPAR- พบกระจายตัวเกือบทุกอวัยวะแตในปริมาณนอย ไดแก ผิวหนัง สมอง และ

เนื้อเยื่อไขมัน สรางจากโครโมโซมคูที่ 6 ทําหนาที่ควบคุมการเจริญเติบโตของ embryo และการ
งอกของกระดูก  

3. PPAR-  สรางจากโครโมโซมคูที่ 3 พบวาในมนุษยมี PPAR- ทั้งหมด 3 subtypes 
คือ PPAR-1, PPAR-2 และ PPAR-3 พบ PPAR-1 ไดบางในเบตาเซลลของตับออน มาม 
กลามเนื้อลาย เซลลบุผนังหลอดเลือด และ macrophage นอกจากนี้ยังพบไดในปริมาณตํ่า ๆ ใน
เนื้อเยื่อที่มี PPAR- ปริมาณมาก เชน ตับ, หัวใจ และกลามเนื้อลาย พบ PPAR-2 ปริมาณสูงใน
เนื้อเยื่อไขมัน ไมพบวาทั้งสาม subtype ของ PPAR- มีความแตกตางในหนาที่การทํางาน เนื่อง
ดวยความใหญของ LBD บนโครงสรางของ PPAR- ทําใหพบ ligand เปนจํานวนมากที่สามารถ
จับไดจําเพาะกับ PPAR- ท้ังท่ีเปนกรดไขมัน, สารสังเคราะหท้ังท่ีเปนยาในกลุม TZDs, 
phenylacetic acid และ NSAIDs พบวามีเพียงยาในกลุม TZDs เทานั้นที่สามารถจับไดอยาง
จําเพาะกับ PPAR- โดยมีสัมประสิทธิ์ในการจับสูงกวากรดไขมัน 100-1,000 เทา 

 

 
 

รูปท่ี 22. แสดงโครงสรางเปปไทดของท้ัง 3 isoforms ของ PPARs ซึ่งประกอบดวย transactivation 
domains (AF1 และ AF2), DNA binding domain (DBD), cofactor docking domain (D) และ 
ligand binding domain (LBD) [79]  
 

เม่ือ PPAR จับกับตัวกระตุน (ligand) จะกระตุนยีนใหเกิดการสรางโปรตีนผานทาง 2 
กลไก (รูปที่ 23) 

1. transactivation เปนกระบวนการสรางโปรตีนและควบคุมเซลลของ PPAR โดยอาศัย 
DNA หลังจาก PPAR จับคูกับ specific ligand แลวจะเกิดการ heterodimerization กับ retinoid 
X receptor (RXR) กอนไปจับจําเพาะกับ DNA ในสวนที่เปน promoter region ของยีนเปาหมาย
ที่เรียกวา PPAR response elements (PPRE) กอใหเกิดการเพิ่มหรือลดการ transcription ของ
ยีนเปาหมาย 
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2. transrepression เปนกระบวนการยับยั้งการสรางโปรตีนที่เกี่ยวเนื่องกับขบวนการ

การอักเสบของรางกายโดยรบกวน signal-transduction pathway ของ nuclear factor kappa B 
(NF-B), phorbol ester responsive element (TRE) และ interferon-stimulated gene factor 
response element (ISGF-RE) โดยกระบวนการนี้ไมตองพึ่ง DNA [79] 

 

 
 

รูปที่ 23. แสดงกลไกการควบคุมยีนของ PPAR โดยผานกระบวนการ transactivation และ 
transrepression [79] 

 
การแสดงออกและหนาที่ของ PPAR ที่ไต ไตแสดงออกทั้ง 3 isoforms ของ PPAR โดยพบ 

PPAR- มากที่ proximal tubules และ medullary thick ascending limbs ของ henle loop พบ
เปนสวนนอยใน glomerular mesangial cells มีบทบาทสําคัญในการควบคุม fatty acid 
oxidation ภายในเซลล และการรักษาสมดุลพลังงานในไต ทั้งกระบวนการผลิตและการเผาผลาญ
พลังงาน โดยเปนกลไกหน่ึงของไตในการปรับตัวกับภาวะขาดสารอาหาร ดวยเหตุน้ีจึงแสดง
บทบาทสําคัญในการปองกันการเกิด ischemic/reperfusion injury ของไตในบริเวณดังกลาวได 
พบ PPAR- ไดทั่วไปในทุก ๆ  segment ของ nephron ทั้งใน renal cortex และ medulla ใน
ปริมาณที่ต่ํามาก และไมทราบบทบาทท่ีแนชัดท่ีไตในปจจุบัน ตางจาก PPAR- ท่ีพบไดมากบริเวณ
ทอไตสวน medullary collecting ducts เช่ือวามีบทบาทสําคัญในการกระตุนการดูดกลับของน้ํา
และเกลือแร กอใหเกิดภาวการณค่ังของเกลือและสารน้ําในผูปวยบางรายได นอกจากนี้ยัง
สามารถตรวจพบ PPAR- ใน glomeruli ไดในปริมาณเล็กนอยภายในเซลลบุผนังหลอดเลือด, 



 31
mesangial cells และ podocyte เช่ือวาการแสดงออกของ PPAR- ภายใน mesangial cells 
นี้มีบทบาทสําคัญในการปองกันไมใหไตของผูปวยเบาหวานเส่ือมสภาพจากกระบวนการ 
glomerulosclerosis จากการแบงตัวเพิ่มจํานวนข้ึน (proliferation) การสรางโปรตีนนอกเซลล 
(extracellular matrix: ECM) และการกลายพันธุ (transdifferentiation) เปน myofibroblast ของ 
mesangial cells ดังตารางที่ 2 [80] 
 

ตารางที่ 2. แสดงผลของยาในกลุม thiazolidinediones ของเซลลตาง ๆ ของไต [80] 
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atherogenic 

 
2.6 โครงสรางและเภสัชจนศาสตรของยาในกลุม thiazolidinediones (TZDs) 

ยา TZDs เปนกลุมของยาที่มีโครงสรางหลักเปน 2,4 thiazolidinedione ring  ซึ่งยา 
TZDs นั้นสามารถลดน้ําตาลในเลือดโดยออกฤทธ์ิเพิ่มความไวของรางกายตออินสุลิน (insulin 
sensitizer) ประกอบดวยยา 5 ตัวคือ troglitazone (TGZ), RGZ, PGZ, ciglitazone และ 
englitazone พบภาวะแทรกซอนจาก ciglitazone และ englitazone มากในสัตวทดลองจึงไมมี
การนํายามาใชรักษาผูปวย TGZ เปน TZDs ตัวแรกที่นํามาใชรักษาผูปวยในสหรัฐอเมริกาและ
ญ่ีปุน ต้ังแตป พ.ศ. 2540 ตามดวย rosiglitazone และ pioglitazone ในป พ.ศ. 2542 แต TZD 
ถูกถอดออกจากทะเบียนยาใน ป พ.ศ. 2543 เนื่องจากพบภาวะแทรกซอนทางตับที่รุนแรง ปจจุบัน
จึงเหลือยากลุมนี้ 2 ตัว คือ RGZ และ PGZ สามารถบริหารยา RGZ และ PGZ ไดทางปาก
เนื่องจากถูกดูดซึมเขาสูรางกายไดดีโดยไมถูกรบกวนดวยอาหาร เกือบทั้งหมดของยาจะถูกทําลาย
ที่ตับโดยอาศัย cytochrome P450 ยา PGZ ถูกขับออกจากรางกายทางไตรอยละ 20-30 และทาง
น้ําดีในสวนที่เหลือ ตางจาก RGZ ที่ขับออกทางน้ําดีเปนสวนใหญ ไมพบวาผูปวยที่มีการทํางาน
ของไตบกพรองจะมีเภสัชจนศาสตรของยาตางจากคนปกติ Budde และคณะ ทําการศึกษาเภสัช
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จนศาสตรของยาเปรียบเทียบระหวางผูปวยที่มีการทํางานของไตปกติ (creatinine clearance > 
80 ml/min) จํานวน 6 ราย ผูปวยที่มีการทํางานของไตบกพรอง แบงเปนผูที่มีไตเส่ือมปานกลาง 
(creatinine clearance 30-60 ml/min) จํานวน 9 ราย และผูที่มีไตเส่ือมรุนแรง (creatinine 
clearance < 30 ml/min) จํานวน 12 ราย พบวาผูปวยไตวายจะมี elimination half-life ของยา 
PGZ ไมตางไปจากผูปวยที่มีการทํางานของไตปกติ แตในผูปวยที่ไตวายรุนแรงจะมี area under 
the plasma concentration time curve (AUC) ของยา PGZ และอนุพันธุ (metabolism) ตํ่ากวา
ผูปวยที่มีการทํางานของไตปกติเล็กนอย อยางไรก็ตามไมพบอัตราการเกิดภาวะแทรกซอน
แตกตางกัน ดังนั้นจึงไมมีความจําเปนตองปรับลดขนาดของยาทั้งสองในผูปวยที่มีการทํางานของ
ไตลดลง [81]  

ภาวะแทรกซอนจากการใชยากลุม TZDs พบไดบอย (ตารางท่ี 3) สวนใหญเปนผลสืบ
เนื่องมาจากการค่ังของเกลือและสารน้ําในรางกายผูปวย ไดแก น้ําหนักตัวเพิ่มข้ึน การบวมน้ํา 
และการลดลงของคา hemoglobin โดยผูปวยบางรายอาจมีระดับ hemoglobin ลดลง 1 gm/dl 
พบความรุนแรงดังกลาวมากข้ึนในผูปวยที่ไดรับยารวมกับการใชอินสุลิน โดยมีอุบัติการณรอยละ 
15 เทียบกับรอยละ 4.8 ในผูปวยที่ไดรับยา TZDs อยางเดียว ในบางรายรุนแรงถึงข้ันทําใหผูปวยมี
ภาวะหัวใจวายได ดวยเหตุนี้องคการอาหารและยาในสหรัฐอเมริกา (US-FDA) ไมอนุญาตใหใชยา 
TZDs ในผูปวย functional class 3 และ 4 โดย  New York Heart Association และในประเทศ
แถบยุโรปไมอนุญาตใหใชยา TZDs รวมกับอินสุลิน อยางไรก็ตามสามารถแกไขภาวะบวมน้ําโดย
การใหรวมกับยาขับปสสาวะ และหายไดหลังจากหยุดยา สวนใหญภาวะบวมน้ําจะเกิดข้ึนภายใน 
1 เดือนหลังเร่ิมบริหารยา เชื่อวากลไกการคั่งของเกลือและน้ําเกิดจากการที่ยาออกฤทธิ์เพิ่มการดูด
กลับของเกลือที่ทอไตสวนปลาย โดยเพิ่มการทํางานของ epithelium sodium channel (ENAC), 
serum and glucocorticoid regulated kinase (SGK 1) และ Na+, K+-ATPase นอกจากนี้ยัง
พบวายาอาจออกฤทธ์ิเพิ่มการค่ังของสารน้ําโดยกระตุนการทํางานของ aquaporin ที่ทอไตสวน 
collecting duct โดยผานทาง PPAR-independent pathway สวนรายงานที่มีผลตอตับ 
(idiosyncratic hepatotoxicity) ดังที่พบในยา TGZ พบวาผูปวยที่ไดรับยา RGZ และ PGZ พบ
อุบัติการณการเพิ่มข้ึนของพลาสมา transaminase (มากกวา 3 เทาของคาปกติ) เพียงรอยละ 
0.26 ในผูปวยที่ไดรับยา PGZ อยางไรก็ตามควรหลีกเล่ียงการใชยากลุมนี้ในผูปวยโรคตับ (ระดับ 
transaminase ในเลือดมากกวา 3 เทาของคาปกติ) แนะนําใหตรวจการทํางานของตับกอนเร่ิมใช
ยา และติดตามการทํางานของตับเปนระยะ ๆ  อยางนอยทุก 2 เดือน [82] 
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ตารางที่ 3. แสดงอุบัติการณการเกิดภาวะแทรกซอนของยา thiazolidinediones [82] 
 

Incidence Adverse reaction
> 10% weight gain 

Respiratory: upper respiratory tract infection (13%) 
1-10% Cardiovascular: edema (5%) (combination with sulfonylurea or insulin, 

the incidence of edema was as high as 15%) 
Central nervous system: headache (9%), fatigue (4%) 
Endocrine: hypoglycemia (2-15% when used in combination with 
sulfonylurea or insulin) 
Hematologic: anemia (1%) 
Neuromuscular and skeletal: myalgia (5%) 
Respiratory: sinusitis (6%), pharyngitis (5%)

< 1% Congestive heart failure
Elevated creatine phosphokinase 
Elevated transaminase, hepatic failure (very rare)

 
 



บทที่ 3 
 

วิธีการวิจัย 
 
3.1 รูปแบบการวิจัย (Research Design) 
 การศึกษานี้เปนการศึกษาเชิงทดลอง (experimental study design) แบบมีกลุมทดลอง
และกลุมเปรียบเทียบ (experimental controlled trial) 
 
3.2 วิธกีารวจิัย 

3.2.1 การทดลองเพาะเลีย้งเซลลและการหาขนาดของยาท่ีเหมาะสม 
3.2.1.1 ทําการเพาะเล้ียง (primary culture) mesothelial cells จาก omentum 

ของผูปวยที่ไดรับการผาตัดลําไสดวย intraluminal diseases (elective surgery) และ 3T3-L1 
adipocytes cell line (ATCC, ATCC® number CL-173TM) ซึ่ง cell line ดังกลาวนี้เปน pre-
adipocyte หลังจากทําการเพาะเล้ียงเพิ่มจํานวนไดความหนาแนนของเซลลประมาณ 80-100% 
ของพื้นที่ของภาชนะที่ทําการเพาะเล้ียงแลวก็ทําการ differentiation ดวย adipogenic hormonal 
cocktail (insulin 5 g/ml, dexamethasone 0.25 M และ IBMX 0.5 mM) เปนเวลาประมาณ 
10 วัน (วันแรกที่ทําการ differentiation นับเปนวันที่ 0) หลังจากทําการ differentiation จนครบ
เวลาที่กําหนดแลว pre-adipocyte ก็กลายเปน mature adipocyte 

3.2.1.2 ยืนยันชนิดของ mesothelial cells ดวยการยอมเซลลดวยแอนติบอดียตอ 
cytokeratin และยืนยันชนิดของ mature adipocyte ดวยการยอม oil red O 

3.2.1.3 ใชเซลลที่เพาะไมเกิน 3 passages ศึกษาผลของ purified pioglitazone 
powder (ในขนาดความเขมขนแตกตางกันดังนี้คือ 0.1, 1, 5 และ 10 M) เพื่อหาความเขมขนที่
เหมาะสมในการปองกันการบาดเจ็บและการตายของเซลลและของสัตวทดลองโดยกระบวนการ 
apoptosis และ oncosis หลังจากที่เซลลสัมผัสกับน้ํายา standard commercial dialysate เปน
เวลา 12-16 ชั่วโมง 

3.2.1.4 วัดปริมาณเซลลที่เกิด apoptosis และ oncosis ดวยเทคนิคการยอม
เซลลโดยใช propidium iodide (PI) และ TUNEL รวมทั้งตรวจหาปริมาณ DNA laddering 
เปรียบเทียบระหวางกลุมที่ไดรับยา pioglitazone ในขนาดที่แตกตางกันกับกลุมที่ไดรับยาหลอก  

3.2.1.5 เปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของของยีนที่เกี่ยวของกับการเกิด
พังผืดในชองทอง ไดแก VEGF และ TGF-  ระหวางกลุมที่ไดรับยา pioglitazone ในขนาดที่
แตกตางกันกับกลุมที่ไดรับยาหลอก 
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โดยข้ันตอนที่กลาวมาขางตน แสดงในรูปที่ 24 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 24. แสดงข้ันตอนในการทดลองเพาะเล้ียงเซลล 
  
3.2.2 การศึกษาในสัตวทดลอง 

หนูทดลองสายพันธ Sprague-Dawley เพศผู ที่มีน้ําหนักตัวแรกเขาระหวาง 250-
300 กรัม (ศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล) จํานวน 45 ตัว สัตวทดลองทุกตัวจะ
ไดรับการดูแลอยางดีในศูนยสัตวทดลอง คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และ
สามารถรับประทานอาหารและน้ําไดตามแตตองการ ไดรับการช่ังน้ําหนักและประเมินสภาวะ well 
being และช่ังน้ําหนักทุกสัปดาห หลังจากนั้นจะไดรับการศึกษาตามลําดับดังนี้ คือ 

3.2.2.1 แบงสัตวทดลองออกเปน 3 กลุม คือ 1) กลุมที่ไดรับการฉีดดวยน้ําเกลือ
นอรมัล  2) กลุมที่ไดรับการฉีดดวยน้ํายาฟอกไตทางชองทอง 3.86% G commercial PDF at pH 
5.5 (Dianeal; Baxter, Singapore) 3) กลุมที่ไดรับการฉีดดวยน้ํายาฟอกไตทางชองทองผสมกับ
ยา piogliatazone 0.1 M ซึ่งเปนขนาดที่ไดทําการทดลองกับเซลลแลววามีปริมาณที่เหมาะสม
ในการปองกันการบาดเจ็บและการตายของเซลลและของสัตวทดลอง โดยทําการฉีดวันละ 2 คร้ัง 
หางกันคร้ังละ 12 ชั่วโมง ดวยปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอ 100 กรัม เปนเวลารวมทั้งส้ิน 16 สัปดาห 

3.2.2.2 สัตวทดลองสวนที่เหลือจะไดรับการประเมิน peritoneal morphology 
เจาะเลือด นับจํานวนหลอดเลือด และเก็บน้ํายาฟอกไตทางชองทองที่เหลือคางในชองทองเพื่อ
ตรวจหาปริมาณโปรตีนและ cytokines ตาง ๆ  

3.2.2.3 สัตวทดลองทั้งหมดจะถูกดูดเลือดออกจากรางกายจนหมดรางกาย
รวมกับการฉีดยาสลบเกินขนาดเพื่อ sacrifice หลังจากส้ินสุดการศึกษา 
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โดยข้ันตอนที่กลาวมาขางตน แสดงในรูปที่ 25 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 25. แสดงข้ันตอนในการศึกษาในสัตวทดลอง 
 
3.3 การสังเกตและการวัด (Observation and Measurement) 

3.3.1 Cell death and cytotoxicity 
การวัดการบาดเจ็บของ mesothelial cells และ mature adipocytes ที่สัมผัสกับ

น้ํายาฟอกไตทางชองทอง 1.36% G commercial PDF และที่สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง 
1.36% G commercial PDF รวมกับยา pioglitazone  เทียบกับกลุมควบคุม โดยทําการ 
incubate ทั้ง mesothelial cells ในน้ํายากลุมตาง ๆ เปนเวลา 16 ชั่วโมง และ adipocytes ใน
น้ํายากลุมตาง ๆ เปนเวลา 12 ชั่วโมงจากนั้นประเมินจากเปอรเซ็นตของปริมาณ lactate 
dehydrogenase (LDH) ที่ปลอยออกมาจากเซลลเทียบกับปริมาณของ LDH ที่มีอยูภายในเซลล 
ดวย cytoTox 96® non-radioactive cytotoxicity assay kit (Promega corporation, cat. no. 
G1780) 

ส วนการวัดการตายของ เซลลนั้ น  ทํ าการตรวจวัด โดยใช  fluorescent 
microscope ซึ่งทําการยอมทั้ง mesothelial cells และ mature adipocytes ในแตละกลุม
เชนเดียวกันกับการวัดการบาดเจ็บของเซลล โดยทําการวัดการตายของเซลลดวยการยอมดวยวิธี 
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) ซึ่งวิธี TUNEL นี้จะ
ยอมติด nucleosome-associated DNA fragments และยอมเซลลทั้งหมดดวย propidium 
iodide (PI) โดยใช APO-BrdUTM TUNEL assay kit (Invitrogen corporation, cat. no. 
A35126) จากน้ันประเมินเปอรเซ็นตของปริมาณเซลลที่ยอมติดดวยวิธี TUNEL เทียบกับปริมาณ
ของเซลลที่ยอมติด PI ทั้งหมด 
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3.3.2 การเกบ็ตัวอยางชิน้เนื้อเยื่อ 

หลังจากทําใหหนูสลบดวย sodium pentobarbital ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอ
น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม แลวจึงทําการผาตัดเปดชองทองและเก็บตัวอยางช้ินเนื้อสวน upper part of 
the abdominal wall, diaphragm, liver และ distal part of the small bowel  นําช้ินเนื้อตัวอยาง
ทั้งหมดมาคงสภาพใน 10% buffered neutral formalin solution และ methyl Carnoy’s solution 
เพื่อทําการประเมินทางสัณฐานของเนื้อเยื่อโดยการยอมทาง histochemistry และ 
immunohistochemistry นอกจากนี้ยังเก็บชิ้นเนื้อตัวอยางบางสวนไวในไนโตรเจนเหลวเพื่อ
ทําการศึกษาเพิ่มเติมตอไปอีกดวย 
 

3.3.3 การประเมินทางสณัฐานของเน้ือเยื่อ 
3.3.3.1 Mesothelial monolayer 

หลังจาก sacrifice หนูนําสวนดานหนาของตับมาวางบนแผนสไลดที่
เคลือบดวย 1% agarose gel (liver imprint) เปนเวลา 15-20 วินาที โดยทําการ imprint จํานวน 4 
สไลดตอหนูแตละตัว จากนั้นทําการคงสภาพดวย 70% ethanol และยอมดวยสี Giemsa’s azure 
eosin methylene blue for microscope (ready to use)  แลวทําการประเมินจํานวนของ 
mesothelial cells ตอพื้นที่ 

3.3.3.2 Submesothelial thickness 
ทําการยอมช้ินเนื้อที่ตัดจาก paraffin block ดวย masson’s trichrome 

โดยช้ัน submesothelial tissue นั้นอยูระหวางช้ันของ mesothelial cells กับช้ันของกลามเนื้อ  
ความหนาของชั้น submesothelial tissue วัดโดยใช image J 1.37a program ซึ่งทําการวัด
ทั้งหมด 6 ตําแหนงตอเนื้อเยื่อ 

3.3.3.3 Mesenteric vascular density 
กอนทําการ sacrifice หนูทําการ perfuse ดวย LE-lectin อีกทั้งยังทํา

การยอมชิ้นเนื้อดวยแอนติบอดีตอ CD 34 เพื่อการศึกษาหลอดเลือดซ่ึงทําการวัดทั้งหมด 5 
ตําแหนงตอเนื้อเยื่อโดยใช image J 1.37a program แลวทําการประเมินจํานวนของหลอดเลือด
ตอพื้นที่ 
 

3.3.4 Immunohistochemical analysis 
การศึกษาทาง immunohistochemistry นั้นเลือกใช streptavidin-biotin method 

โดยนํา mesothelial cells ที่ทําการเพาะเล้ียงที่คงสภาพดวย formaldehyde และชิ้นเนื้อที่คง
สภาพใน 4% neutral formaldehyde และ methyl Carnoy’s solution ที่ฝงใน paraffin block นํา 
paraffin block มาตัดดวยเคร่ือง microtome ได ribbon ที่มีความหนา 2 ไมครอน แลวทําการ 
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deparaffin, rehydration, blocking an endogenous peroxidase ดวย 3% hydrogen 
peroxide in PBS,  blocking nonspecific binding ดวย 10% normal horse serum in PBS เปน
เวลา 20 นาที จากนั้นทําการ incubate ดวย monoclonal antibody ตอ vascular endothelial 
growth factor (VEGF), alpha-smooth muscle actin (-SMA), cytokeratin AE1/AE3, CD34 
และ biotinylated IgG (สําหรับการศึกษา  mesenteric vascular density) แลว incubate ดวย 
streptavidin-peroxidase (envision) เปนเวลา 45 นาที เติม chromogenic substrate (3,3’ 
diaminobenzine; DAB) ซึ่งจะมองเห็นเปนตะกอนละเอียดสีน้ําตาลในบริเวณที่มี antigen ที่
ตองการศึกษา 
 

3.3.5 Cytokine analyses 
เจาะเก็บน้ํายาฟอกไตทางชองทอง 3.86%G commercial PDF จากหนู และ   

cell culture supernatant มาทําการปนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 1,500 รอบตอนาที (rpm) 
เปนเวลา 5 นาที แลวนํา supernatant มาตรวจวัดปริมาณของ transforming growth factor-beta 
(TGF-) และ vascular endothelial growth factor (VEGF) โดยใช TGF- ELISA kit (R&D 
systems, cat. no. DB100B) และ VEGF ELISA kit (R&D systems, cat. no. QVE00B) ซึ่งการ
ตรวจวัดปริมาณของ TGF- นั้นทําการตรวจวัด TGF- ทั้งในรูปแบบของ active และ latent 
TGF- 
 

3.3.6 RNA preparation and real time quantitative RT-PCR 
ทําการสกัด total RNA จากเซลล โดยใช trizol reagent แลวนํา total RNA ที่

สกัดไดมาแปลงเปน cDNA โดยใช transcriptor first strand cDNA synthesis kit for RT-PCR 
(Roche, cat. no. 04379012001) โดยใน master mix ประกอบดวย total RNA  1 ไมโครกรัม (ใช
เปน template), random hexamer 60 ไมโครโมลาร (ใชเปน primer), 1x transcription RT 
reaction buffer, dNTP 1 มิลลิโมลาร, ribonuclease 20 ยูนิต, transcriptor reverse 
transcriptase 10 ยูนิต ซึ่งข้ันตอนที่กลาวขางตนนั้นอางอิงตามคูมือของ transcriptor first strand 
cDNA synthesis kit for RT-PCR  

ในข้ันตอนของการวิเคราะหหาปริมาณการแสดงออกของยีนที่สนใจโดยใชวิธี 
real-time quantitative PCR ซึ่งใช 5’ nuclease activity ของ tag polymerase เปนตัวแสดงผล
ของการวิเคราะหหาปริมาณการแสดงออกของยีนที่สนใจโดยใชเคร่ืองของ LightCycler version 
2.0 ซึ่งยีนที่สนใจในการศึกษาคร้ังนี้ไดแก TGF- และ VEGF  โดยใช 18s ribosomal RNA เปน 
housekeeping gene ซึ่ง reaction condition มีดังนี้ RT products 1 ไมโครลิตร, PCR reaction 
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mixure 25 ไมโครลิตร (ประกอบดวย 1x TagMan PCR master mix, gene specific forward 
and reverse primers 810 นาโนกรัม, real-time PCR probe 6.25 ไมโครโมลาร) ซึ่งเงื่อนไขตาง 
ๆ ในข้ันตอนของการวิเคราะหหาปริมาณการแสดงออกของยีนที่สนใจโดยใชวิธี real-time 
quantitative PCR นั้นไดอางอิงตามคูมือของ LightCycler TaqMan 2.0 system โดยขอมูลที่ได
นั้นทําการวิเคราะหดวยโปรแกรม Sequence detector version 1.7a  ซึ่งคา cycle threshold 
(Ct) ของแตละยีนที่สนใจในแตละกลุมนั้นเทียบกับคา cycle threshold (Ct) ของ housekeeping 
gene (คาเฉลี่ยที่ไดจากการเปรียบเทียบคือ relative Ct value) โดย fold change = 2 –(relative 
Ct)  และเมื่อนําคาที่ไดจากขางตนในแตละกลุม (กลุมที่ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง 3.86%G 
commercial PDF และกลุมที่ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทองผสมกับยา  piogliatazone) เทียบกับ
คาที่ไดจากขางตนในกลุมควบคุมนั้นถาคาที่ไดนอยกวา 1 (values 1) แสดงวาการแสดงออก
ของยีนที่สนใจในกลุมนั้นมีการแสดงออกลดลง แตถาคาที่ไดมากกวา 1 (values 1) แสดงวาการ
แสดงออกของยีนที่สนใจในกลุมนั้นมีการแสดงออกเพิ่มข้ึน 
 
3.4 การเก็บรวบรวมขอมูล 

ผูวิจัยเปนผูรวบรวมขอมูลการทดลองและบันทึกผลการทดลองโดยการจดบันทึก โดยมี
อาจารยที่ปรึกษาเปนผูควบคุมและใหคําปรึกษา 
 
3.5 การวิเคราะหขอมูล 

ขอมูลที่ไดจากการทดลองบันทึกเปนคา mean ± SEM ทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ย
ของกลุมตัวอยางโดยใช one-way ANOVA และทดสอบความแตกตางระหวางกลุมตัวอยาง 2 
กลุมที่เปนอิสระตอกันโดยใช Mann Whitney U test โดยการทดสอบสมมติฐาน กําหนดใหมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ p<0.05 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 
4.1 ผลการศกึษาการยนืยนัชนิดของเซลลเพาะเลี้ยง 
 เซลลเพาะเล้ียงที่นํามาทดลองในการศึกษาคร้ังนี้มี 2 ชนิดคือ mesothelial cells และ 
adipocytes  โดย mesothelial cells ที่โตเต็มวัยจะมีลักษณะเปน epithelial phenotype ยึดติด
กับเซลลรอบขางจนมีลักษณะเรียงเปนแผนของเซลลจํานวน 1 ชั้น และพบการแสดงออกของ 
cytokeratin ภายในเซลล ซึ่งเห็นเปนสีนํ้าตาลแผกระจายออกเปนรัศมีลอมรอบนิวเคลียส 
(รูปที่ 26)  ตางจาก adipocyte ตัวเต็มวัยท่ีเซลลจะไมยึดเกาะติดกับเซลลขางเคียง มี
รูปรางเปนทรงกลม ภายในเซลลประกอบไปดวยถุงไขมันหลากหลายขนาด (lipid 
droplets) จํานวนมาก สามารถยืนยันถุงไขมันเหลาน้ีไดโดยการยอมสี oil red O  ซึ่งสี
ดังกลาวจับไดจําเพาะเจาะจงกับหยดไขมันภายในเซลลทําใหเห็นเปนสีแดง (รูปที่ 27) 
 

        
 

รูปท่ี 26. ลักษณะของ mesothelial cells ที่ทาํการเพาะเล้ียงจนสมบูรณ  
รูปทางดานซาย แสดงลักษณะของ mesothelial cells ถายรูปที่กําลังขยาย 100 เทา และรูป
ทางดานขวา แสดง mesothelial cells ท่ียอมดวยแอนติบอดียตอ cytokeratin  
 

 
 

รูปท่ี 27. ลักษณะของ 3T3-L1 pre-adipocytes ที่ทําการเพาะเล้ียงจนสมบูรณ  
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รูปทางดานซาย แสดงลักษณะของ 3T3-L1 pre-adipocytes  รูปตรงกลาง แสดง pre-
adipocytes ที่ทําการ differentiation จนสมบูรณ (mature adipocytes) และรูปทางดานขวา 
แสดง mature adipocyte ที่ยอมดวย oil red O ทั้งหมดถายรูปที่กําลังขยาย 200 เทา 
 
4.2 ผลการศกึษา cell death และ cytotoxicity 
 เมื่อทําการหยอด 1.36% G commercial PDF ลงไปใน mesothelial cells และ 
adipocytes เปนเวลา 16 และ 12 ชั่วโมง ตามลําดับ  พบวามีเซลลเปนจํานวนมากไดรับบาดเจ็บ
และตาย สังเกตไดวาเซลลจะมีลักษณะกลมและพบการหลุดลอกออกจากพ้ืนผิวภาชนะที่ใชใน
การเพาะเล้ียง รวมถึงลดการแสดงออกของ differentiation marker ของทั้ง mesothelial cells 
และ mature adipocyte  (รูปที ่ 28 และ 29)  นอกจากน้ียงัอาจพบ apoptotic bleb และ 
apoptotic bodies ดวย (รูปที่ 30) พบวาการบริหารยา pioglitazone ที่ขนาดความเขมขน 0.1 M 
รวมกับ 1.36% G commercial PDF สามารถปองกันการบาดเจ็บ ลมตาย และลดการแสดงออก
ของ differentiation marker ได (รูปที่ 28 ถึง 30)  

เมื่อทําการยืนยันผลการศึกษาโดยการนับจํานวนเซลลที่ตายดวยวิธี apoptosis ดวยวิธี 
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) และการยอมสี 
propidium iodide (PI) พบวา mesothelial cells ในกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF มี
การตายแบบ apoptosis มากกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (กลุมควบคุมมี
เปอรเซ็นตของการตายแบบ apoptosis เทากับ 13.3311.25 สวนกลุมที่ไดรับ 1.36% G 
commercial PDF มีเปอรเซ็นตของการตายแบบ apoptosis เทากับ 40.4211.25) และกลุมที่
ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial PDF มีการตายแบบ apoptosis 
นอยกวากลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDFอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05  (กลุมที่ไดรับ 
1.36% G commercial PDF มีเปอรเซ็นตของการตายแบบ apoptosis เทากับ 40.4211.25 สวน
กลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial PDF มีเปอรเซ็นตของการ
ตายแบบ apoptosis เทากับ 35.8312.92) (รูปที่ 28 และ 31)  จุดสีเขียวที่เห็นในภาพคือ เซลลที่
มีการตายแบบ apoptosis (apoptotic cells) และจุดสีแดงคือนิวเคลียสของเซลลทั้งหมดที่ติดสี PI   
ในทางเดียวกันพบวาเซลล adipocytes ที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF มีอัตราการตาย
มากกวากลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial 
PDF แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (adipocytes กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial 
PDF มีเปอรเซ็นตของการตายของเซลลเทากับ 95.005.13 สวน adipocytes กลุมที่ไดรับยา 
0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial PDF มีเปอรเซ็นตของการตายของเซลล 
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เทากับ 40.003.29 เมื่อเทียบกับ adipocytes กลุมควบคุมซึ่งมีเปอรเซ็นตของการตายของ
เซลลเทากับ 5.000.25 (รูปที่ 29 และ 32) โดยจุดสีแดงที่เห็นคือเซลลที่เกิดการตาย (dead cells)
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 28. ลักษณะของ mesothelial cells ที่ incubate กับสารละลายในกลุมทดลองตาง ๆ  
แถวบน (รูป A-C) แสดงลักษณะของ mesothelial cells  ถายรูปที่กําลังขยาย 100 เทา  แถว
กลาง (รูป D-F) แสดง mesothelial cells ท่ียอมดวยแอนติบอดียตอ cytokeratin ถายรูปท่ี
กําลังขยาย 200 เทา  แถวลาง (รูป G-I) แสดง mesothelial cells  ท่ียอมโดยวิธี 
TUNEL/PI ถายรูปท่ีกําลังขยาย 40 เทา  แถวซาย (รูป A, D, G) เปนกลุมควบคุม  แถวกลาง 
(รูป B, E, H) เปนกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF  แถวขวา (รูป C, F, I) เปนกลุมที่
ไดรับ 1.36% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone  
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รูปท่ี 29. ลักษณะของ mature adipocytes ที่ incubate กับสารละลายในกลุมทดลองตาง ๆ  
แถวบน (รูป A-C) แสดงลักษณะของ mature adipocytes  แถวกลาง (รูป D-F) แสดง mature 
adipocytes ที่ยอมดวย oil red-O  แถวลาง (รูป G-I) แสดง mature adipocytes ที่ยอมดวย PI 
แถวซาย (รูป A, D, G) เปนกลุมควบคุม  แถวกลาง (รูป B, E, H) เปนกลุมที่ไดรับ 1.36% G 
commercial PDF  แถวขวา (รูป C, F, I) เปนกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF รวมกับ
ยา 0.1 M pioglitazone  ทั้งหมดถายรูปที่กําลังขยาย 200 เทา 
  

 
 

รูปท่ี 30. ลักษณะของ apoptotic cells ของ adipocytes ที่ incubate กับ 1.36% G commercial 
PDF ถายรูปทีก่ําลังขยาย 400 เทา  
หมายเหตุ  กรอบส่ีเหล่ียมแสดง apoptotic bodies และวงกลมแสดง apoptotic blebs 

PDFControl 

No stain 

PI 

Oil red-O 

PDF+PGZ 
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รูปที่ 31. แสดงรอยละของ mesothelial cells ที่ตายแบบ apoptosis ในแตละกลุมการทดลอง 1) 
Control คือ กลุมที่ไดรับ 4% albumin in M199  2) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial 
PDF  3) PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone  
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รูปที่ 32. แสดงรอยละของ adipocytes ที่ตาย ในแตละกลุมการทดลอง 1) Control คือ กลุมที่
ไดรับ 4% albumin in DMEM  2) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF  3) PGZ คือ 
กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone  
 

สามารถยืนยันการบาดเจ็บของเซลลท้ังสองชนิดไดโดยวัดปริมาณการปลดปลอย
เอนซัมย lactate dehydrogenase (LDH) ออกจากเซลลเทียบกับปริมาณของ LDH ที่มีอยู
ภายในเซลลทั้งหมด  ซึ่ง LDH นั้นเปนเอนซัมยชนิดหนึ่งที่พบอยูในสวนของ cytoplasm ของเซลล 
ทําหนาที่คอยเปล่ียน lactate ใหมเปน pyruvate กอนเขาขบวนการเติม acetyl CoA ในทายของ
ขบวนการ glycolysis  ไมพบวาเซลลปกติ (ไมมีรูร่ัวบน plasma membrane) หล่ัง LDH ออกมา
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ภายนอกเซลล  แตเมื่อมีการบาดเจ็บหรือมีการลมตายของเซลล plasma membrane ของเซลล
จะเกิดการฉีกขาดทําใหเกิดการปลดปลอย LDH ออกมาภายนอกเซลลได  

พบวากลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF มีรอยละของ LDH ใน supernatant 
เทียบกับ total LDH สูงกวาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม และในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone 
รวมกับ 1.36% G commercial PDF อยางมีนัยสําคัญที่ p0.05  (mesothelial cells กลุมที่ไดรับ 
1.36% G commercial PDF มีเปอรเซ็นตของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH เทากับ 
101.3810.00 สวน mesothelial cells กลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G 
commercial PDF มีเปอรเซ็นตของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH เทากับ 
76.2218.33 เมื่อเทียบกับ mesothelial cells กลุมควบคุมซึ่งมีเปอรเซ็นตของ LDH ใน 
supernatant เทียบกับ total LDH เทากับ 77.803.61 และใน adipocytes กลุมที่ไดรับ 1.36% 
G commercial PDF มีเปอรเซ็นตของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH เทากับ 44.71 
3.53 สวน adipocytes กลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial 
PDF มีเปอรเซ็นตของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH เทากับ 20.001.32 เม่ือเทียบ
กับ adipocytes กลุมควบคุมซึ่งมีเปอรเซ็นตของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH 
เทากับ 12.652.06) (รูปที่ 33 และ 34) สอดคลองกับการศึกษาจากกลองจุลทรรศนที่กลาวมา
ขางตน 

กลาวไดวายา pioglitazone ที่ขนาดความเขมขน 0.1 M สามารถปองกันการบาดเจ็บ
และการตายของทั้ง mesothelial cells และ adipocytes ที่สัมผัสกับ 1.36% G commercial PDF  
 

 
รูปที่ 33. แสดงรอยละของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH ของ mesothelial cells ใน
แตละกลุมการทดลอง  1) Control คือ กลุมที่ไดรับ 4% albumin in M199  2) PDF คือ กลุมที่
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ไดรับ 1.36% G commercial PDF  3) PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF 
รวมกับยา 0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P  0.05) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
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รูปที่ 34. แสดงรอยละของ LDH ใน supernatant เทียบกับ total LDH ของ adipocyte ในแตละ
กลุมการทดลอง  1) Control คือ กลุมที่ไดรับ 4% albumin in DMEM  2) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 
1.36% G commercial PDF  3) PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF รวมกับยา 
0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P  0.05) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  
 
4.3 ผลการศกึษาทางสัณฐานของเน้ือเยื่อ 

4.3.1 Mesothelial cells morphologic changes 
สามารถลอก mesothelial monolayer ไดโดยขบวนการ imprint ของตับสัตวทดลอง

ในบริเวณ anterior surface  เม่ือทําการยอม mesothelial cells ดวยสี Giemsa พบวาเซลลติดสี
มวง  ซึ่งปกติ mesothelial cells แตละตัวยึดติดกับเซลลรอบขางอยางตอเนื่องจนกอใหเกิดแผน
ของเซลลชั้นบาง ๆ จํานวน 1 ชั้น หุมลอมรอบผิวตับ ดังแสดงใหเห็นในรูปที่ 35 ซายมือ ซึ่งเปนแผน
เซลลที่ไดจากสัตวทดลองกลุมควบคุม  ตางจากแผนเซลลที่ไดจากสัตวทดลองกลุมที่ไดรับการฉีด
ดวย 3.86% G commercial PDF วันละ 2 คร้ัง เปนเวลาตอเนื่องกัน 16 สัปดาห ที่พบหลายหยอม
ที่ปราศจาก mesothelial cells หรือมีการหลุดลอกออกของเซลล เรียกบริเวณดังกลาวนี้วา 
mesothelial deserted area นอกจากนี้เซลลที่หลงเหลืออยูก็เปนเซลลที่มีรูปรางนาตาและมี
นิวเคลียสผิดปกติไป (dysplastic appearance) ซึ่งลักษณะดังกลาวนั้นไมพบในหนูกลุมควบคุม 
บางตําแหนงอาจพบการจับกลุมกันของ inflammatory cell  พบวาแผนเซลลที่ไดจากสัตวทดลอง
กลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF มีปริมาณการหลุด
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ลอกของเซลลนอยกวา มี deserted area แคบและปริมาณนอยกวาอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05  
(หนูกลุมที่ไดรับ 1.36%G commercial PDF มีเปอรเซ็นตของการคงอยูของ mesothelial cells 
เทากับ 133.8046.48 เมื่อเทียบกับหนูกลุมควบคุมซึ่งมีเปอรเซ็นตของการคงอยูของ 
mesothelial cells เทากับ 207.0466.20) แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบ
ระหวางหนูกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF กับหนูกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone 
รวมกับ 1.36% G commercial PDF (หนูกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G 
commercial PDF มีเปอรเซ็นตของการคงอยูของ mesothelial cells เทากับ 154.9331.69 
เทียบกับหนูกลุมที่ไดรับ 1.36%G commercial PDF เทากับ 133.8046.48)  ดังแสดงในรูปที่ 35 
และ 36 

 

       
                       

รูปท่ี 35. ลักษณะของ mesothelial monolayer ดวยเทคนิค liver imprint  รูปทัง้ 3 รูป แสดง
ลักษณะการคงอยูของ mesothelial cells บนพืน้ผิวของตับในหนูกลุมตาง ๆ ทัง้หมดถายรูปที่
กําลังขยาย 100 เทา รปูทางดานซาย เปนกลุมควบคุม  รูปตรงกลาง เปนกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF  ซึง่จะสังเกตเห็นบริเวณ mesothelial deserted area และ mesothelial cells 
repopulation (โดยสังเกตเห็นเปนกลุมของเซลล) และรูปทางดานขวา เปนกลุมทีไ่ดรับ 3.86% G 
commercial PDF รวมกบัยา pioglitazone ที่ความเขมขน 0.1 M จะสังเกตเห็นบริเวณ 
mesothelial deserted area นอยกวาในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF ทั้งหมดถายรูป
ที่กําลังขยาย 100 เทา 
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รูปที่ 36. แสดงความหนาแนนของ mesothelial cells ซึ่งประเมินจากวิธี liver imprint ในหนูแต
ละกลุมการทดลอง 1) Control คือ กลุมท่ีไดรับนํ้าเกลือนอรมัล  2) PDF คือ กลุมท่ีไดรับ 3.86% G 
commercial PDF  3) PDF+PGZ คือ กลุมท่ีไดรับ 3.86% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M 
pioglitazone   
หมายเหต ุ *มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P  0.05) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
 
 นอกจากการเปล่ียนแปลงที่กลาวมาขางตนแลว ยังพบอีกวา mesothelial cells  ที่สัมผัส
กับ 3.86% G commercial PDF นั้นมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางไปคลายกับเซลล fibroblast  คือมี
เซลลที่เรียวยาว และมีการสรางออกของ myofibroblast marker (alpha-smooth muscle actin: 
-SMA) รวมไปถึงมีการลดการแสดงออกของ epithelial marker (cytokeratin)  ซึ่งบงบอก
ทางออมวาเซลลกําลังผานกระบวนการ epithelial-to-mesenchymal transdifferentiation (EMT) 
ไมพบลักษณะดังกลาวนี้ในหนูกลุมควบคุม ซึ่งเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอม
ติด cytokeratin ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF นั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
อยางยิ่งที่ p0.01 เมื่อเทียบกับเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด 
cytokeratin ในกลุมควบคุม (เปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด cytokeratin 
ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 14.4416.67 สวนเปอรเซ็นตของ 
mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด cytokeratin ในกลุมควบคุมเทากับ 87.0410.34) และ
เม่ือเทียบระหวาง เปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด cytokeratin ในกลุมที่
ไดรับ 3.86% G commercial PDF กับ เปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด 
cytokeratin ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF พบวา
ทั้งสองกลุมนั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางยิ่งที่ p0.01 (เปอรเซ็นตของ mesothelial 
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cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด cytokeratin ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 
14.4416.67 สวนเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด cytokeratin ในกลุมที่
ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 44.0718.52) อีก
ทั้งเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากชิ้นเนื้อที่ยอมติด -SMA ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF นั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางยิ่งที่ p0.01 เมื่อเทียบกับเปอรเซ็นต
ของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด -SMA ในกลุมควบคุม (เปอรเซ็นตของ 
mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด -SMA ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF
เทากับ 0.970.46 สวนเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด -SMA ในกลุม
ควบคุมเทากับ 0.280.26) และเมื่อเทียบระหวางเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่
ยอมติด -SMA ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF กับ เปอรเซ็นตของ mesothelial 
cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด -SMA ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G 
commercial PDF พบวาทั้งสองกลุมนั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางยิ่งที่ p0.01 
(เปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด -SMA ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF เทากับ 0.970.46 สวนเปอรเซ็นตของ mesothelial cells จากช้ินเนื้อที่ยอมติด 
-SMA ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 
0.470.48) (รูปที่ 37 และ 38) 
 

  

              
 

รูปที่ 37. แสดงการเกิด epithelial-to-mesenchymal transdifferentiation (EMT) ของ 
mesothelial cells ที่พบใน omentum ของสัตวทดลองในแตละกลุมการทดลอง   แถวบน (รูป 

Cytokeratin 

PDF+PGZ PDFControl 

-SMA 
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A-C) แสดง mesothelial cells ท่ีผานการยอมดวยแอนติบอดียตอ cytokeratin  แถวลาง 
(รูป D-F) แสดง mesothelial cells ท่ีผานการยอมดวยแอนติบอดียตอ -SMA  ท้ังหมด
ถายรูปท่ีกําลังขยาย 200 เทา  แถวซาย (รูป A, D) เปนกลุมควบคุม  แถวกลาง (รูป B, E) 
เปนกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF รวมกับยา pioglitazone ที่ความเขมขน 0.1 M   
 

              
รูปท่ี 38. แสดงรอยละของ mesothelial cells ที่เกิด EMT คือมีการลดการแสดงออกของ 
cytokeratin (แผนภูมิซายมือ) และมีการเพิ่มการแสดงออกของ -SMA (แผนภูมิขวามือ) บน 
omentum ของสัตวทดลองแตละกลุม 1) Control คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  2) PDF คือ 
กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF  3) PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial 
PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางย่ิงที่  p value นอยกวา 0.01 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  

#พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางย่ิงที่ p value นอยกวา 0.01 เม่ือเทียบกับกลุมที่ไดรับ 
3.86% G commercial PDF 

   
4.3.2. Submesothelial thickness  

Submesothelial thickness ของ visceral peritoneum (bowel) และ parietal 
peritoneum (diaphragm และ abdominal wall) สามารถประเมินไดจากการยอมช้ินเนื้อดวยสี 
Masson’s trichrome สีน้ําเงินบงช้ีวามีการเพิ่มข้ึนของ collagen bundle หรือมีการเกิดพังผืด 
(fibrosis) สีแดงบงชี้เซลลกลามเนื้อ และสีดําบงชี้นิวเคลียสของเซลล  
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รูปท่ี 39. แสดง submesothelial thickness ของ visceral peritoneum (bowel) และ parietal 
peritoneum (diaphragm และ abdominal wall) จากการยอมดวยสี Masson’s trichrome  สี
น้ําเงินบงชีว้ามีการเพิ่มข้ึนของ collagen bundle หรือมีการเกิดพังผืด (fibrosis)  สีแดงบงชี้เซลล
กลามเนื้อ และสีดําบงชีน้ิวเคลียสของเซลล  แถวบน (รูป A-C) แสดง visceral peritoneum  
แถวกลาง (รปู D-F) แสดง diaphragmatic parietal peritoneum  แถวลาง (รปู G-I) แสดง 
abdominal parietal peritoneum  แถวซาย (รูป A, D, G) เปนกลุมควบคุม  แถวกลาง (รูป B, 
E, H) เปนกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF  แถวขวา (รูป C, F, I) เปนกลุมที่ไดรับ 
0.1 M pioglitazone รวมกบั 3.86% G commercial PDF ทั้งหมดถายดวยกาํลังขยาย 200 เทา 

Abdominal wall 

PDF+PGZ PDF Control 

Visceral 

Diaphragm 
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รูปที่ 40. แสดงความหนาของชั้น submesothelium ที่ไดจากช้ินเนื้อสวนตาง ๆ ของชองทอง 
visceral peritoneum (แผนภูมิบน), diaphragmatic parietal peritoneum (แผนภูมิกลาง) 
และ abdominal parietal peritoneum (แผนภูมิลาง) ในแตละกลุมของสัตวทดลอง  1) Control 
คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  2) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF  3) 
PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่  p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  

#พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF 
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พบวาสัตวทดลองกลุมท่ีไดรับ 3.86% G commercial PDF มีการหนาตัวขึ้น

ของชั้น submesothelium ท้ังในสวนของ visceral peritoneum และ parietal peritoneum 
เมื่อเทียบกับสัตวทดลองในกลุมควบคุมและในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 
3.86% G commercial PDF ซึ่งเปอรเซ็นตของความหนาของช้ัน submesothelium ในสวนของ 
abdominal wall,  diaphragm และ visceral ตามลําดับนั้น ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF นั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 เมื่อเทียบกับเปอรเซ็นตของ 
ความหนาของช้ัน submesothelium ในกลุมควบคุม (เปอรเซ็นตของความหนาของช้ัน 
submesothelium ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 182.6536.22, 
31.934.65 และ  30.414.45 ตามลําดับ  สวนเปอร เซ็นตของความหนาของช้ัน 
submesothelium ในกลุมควบคุมเทากับ 52.0412.24, 18.429.39 และ 9.736.57 
ตามลําดับ) และเมื่อเทียบระหวาง เปอรเซ็นตของความหนาของชั้น submesothelium ในกลุมที่
ไดรับ 3.86% G commercial PDF กับ เปอรเซ็นตของความหนาของช้ัน submesothelium ใน
กลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF พบวาทั้งสองกลุมนั้นมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (เปอรเซ็นตของความหนาของช้ัน submesothelium ใน
กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 182.6536.22, 31.934.65 และ 30.414.45 
ตามลําดับสวนเปอรเซ็นตของความหนาของช้ัน submesothelium ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M 
pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 63.275.61, 18.429.39 และ 
10.964.59 ตามลําดับ) โดยที่ความหนาของช้ัน submesothelium มีความสัมพันธใกลชิดกับ 
การเปล่ียนแปลงของรูปรางและการแสดงออกของ mesothelial markers ดังที่กลาวมาแลวขางตน 
(รูปที่ 39 และ 40) 
 

4.3.3 Mesenteric vascular density 
สามารถทําการนับจํานวนของหลอดเลือดตอพื้นที่ ใน ช้ินเนื้ อสวน  visceral 

peritoneum ดวยการฉีด lectin เขาไปในหลอดเลือดดําของสัตวทดลองกอนทําการ sacrifice  ซึ่ง 
lectin เหลานี้จะวิ่งไปจับกับคารโบไฮเดรตบนผิวของ endothelial cells อยางแนนหนา เม่ือผาน
การยอมช้ินเนื้อดวย streptavidin ที่ติดสลาก (streptavidin สามารถจับไดจําเพาะกับ lectin) ก็จะ
ทําใหสามารถนับจํานวนหลอดเลือดไดอยางงายดาย  

พบวาช้ินเนื้อของสัตวทดลองกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF มีจํานวนของ
หลอดเลือดตอพ้ืนท่ีเพ่ิมข้ึนมากกวา 2 เทาเมื่อเทียบกับสัตวทดลองในกลุมควบคุมและใน
กลุมที่ไดรับ 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF และที่นาประหลาดใจคือ
ไมพบความแตกตางของปริมาณหลอดเลือดตอพื้นที่ระหวางสัตวทดลองในกลุมควบคุม และใน
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กลุมที่ไดรับ 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF ซึ่งเปอรเซ็นตของ 
หลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF นั้นมีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญที่ p0.05 เมื่อเทียบกับเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมควบคุม 
(เปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 
121.1044.49 สวนเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมควบคุมเทากับ 
61.3021.65) และเมื่อเทียบระหวางเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมที่ไดรับ 
3.86% G commercial PDF กับเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 
M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF พบวาทั้งสองกลุมนั้นมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (เปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF เทากับ 121.1044.49 สวนเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด lectin ในกลุม
ที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 55.1029.13)   

สามารถยืนยันการเพิ่มจํานวนของหลอดเลือดโดยการยอมชิ้นเนื้อดังกลาวดวย anti-
CD 34 ที่ติดสลาก  CD 34 เปน marker ที่ตรวจพบไดทั่วไปบนผิวของ endothelial progenitor 
cells ซึ่งเซลลนี้เปนเซลลบุผิวหลอดเลือดฝอยตัวออน พบไดในชวงที่มีการงอกของหลอดเลือดฝอย 
(angiogenesis) อยางไรก็ตามสามารถตรวจพบ CD 34 ไดเล็กนอยบน inflammatory cell   
พบวาเยื่อบุผนังชองทองของสัตวทดลองกลุมที่ไดรับการฉีดดวย 3.86% G commercial PDF มี
การแสดงออกของ CD 34 มากกวาในสัตวทดลองในกลุมควบคุมและสัตวทดลองในกลุมที่ไดรับ 
0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF อยางมีนัยสําคัญโดยที่เปอรเซ็นตของ 
หลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF นั้นมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 เมื่อเทียบกับเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุม
ควบคุม (เปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF
เทากับ 110.0034.64 สวนเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุมควบคุมเทากับ 
56.4021.69) และเม่ือเทียบระหวางเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุมที่ไดรับ 
3.86% G commercial PDF กับ เปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุมที่ไดรับยา 
0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF พบวาทั้งสองกลุมนั้นมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (เปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF เทากับ 110.0034.64 สวนเปอรเซ็นตของหลอดเลือดที่ยอมติด CD 34 ใน
กลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 93.8025.90) 
(รูปที่ 41 และ 42)   
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รูปที่ 41. แสดงลักษณะและจํานวนของหลอดเลือดที่พบบนเยื่อบุผนังชองทองในแตละกลุม 1) 
Control คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  2) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF  
3) PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone 
แถวบน (รูป A-C) เปนช้ินเนื้อที่ผานการ profuse ดวย lectin และยอมดวย streptavidin วงกลม
หรือเสนสีน้ําตาลแสดงหลอดเลือดฝอยท่ีพบใน visceral peritoneum  แถวลาง (รูป D-F) เปนช้ิน
เนื้อที่ผานการยอมดวย anti-CD 34 ที่ติดสลาก  ทั้งหมดถายรูปที่กําลังขยาย 200 เทา 

       
รูปท่ี 42. แสดงจํานวนของหลอดเลือด (แผนภาพซายมือ) และจํานวนเซลลที่มีการแสดงออก
ของ CD 34 (แผนภาพขวามือ) ตอหนึ่งพื้นที่ ของช้ินเนื้อในสวน visceral peritoneum ในแต
ละกลุมของสัตวทดลอง  1) Control คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  2) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 

Control PDF PDF+PGZ 

Lectin 

CD 34 
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3.86% G commercial PDF  3) PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF 
รวมกับยา 0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่  p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  

#พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF 

 
4.4 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผนังชอง
ทอง  

ยีนที่เกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงของเยื่อบุผนังชองทองที่สนใจในการศึกษาคร้ังนี้คือ 
vascular endothelial growth factor (VEGF) และ transforming growth factor- (TGF-) ซึ่ง 
VEGF นั้นมีความสัมพันธกับการเกิด angiogenesis สวน TGF- นั้นมีความสัมพันธกับการเกิด 
peritoneal fibrosis โดยการศึกษานี้ทําการศึกษาการแสดงออกของยีนที่กลาวขางตนเทียบกับการ
แสดงออกของยีน 18s ribosomal RNA (18s rRNA) ดวยวิธี real time quantitative RT-PCR 
(สําหรับการตรวจหาปริมาณ mRNA ใน mesothelial cells) และ enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) (สําหรับการตรวจหาปริมาณโปรตีนในน้ํายา dialysate) 

ซึ่งจากการศึกษาพบวาเซลลที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF มีปริมาณการแสดงออก
ของ VEGF mRNA เปน 2.6 เทา เม่ือเทียบกับ VEGF mRNA ในกลุมควบคุม ซึ่งปริมาณของการ
แสดงออกของ VEGF mRNA ในกลุมที่ไดรับ 1.36%G commercial PDF เทียบกับปริมาณการ
แสดงออกของ 18s rRNA นั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ
ปริมาณของการแสดงออกของ VEGF mRNA ในกลุมควบคุมเทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 
18s rRNA (ปริมาณของการแสดงออกของ VEGF mRNA ในกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial 
PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA เทากับ 2.600.49 สวนปริมาณของการ
แสดงออกของ VEGF mRNA ในกลุมควบคุมเทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA 
เทากับ 1.100.47) และเม่ือเปรียบเทียบระหวางปริมาณของการแสดงออกของ VEGF mRNA ใน
กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA กับ 
ปริมาณของการแสดงออกของ VEGF mRNA ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 
1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA พบวาทั้งสองกลุมนั้น
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (ปริมาณของการแสดงออกของ VEGF mRNA ใน
กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA เทากับ 
2.600.49 สวนปริมาณของการแสดงออกของ VEGF mRNA ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M 
pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA 
เทากับ 1.600.49) และเม่ือทําการตรวจวัดปริมาณการแสดงออกของโปรตีน VEGF ในน้ํายา 
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dialysate นั้น  พบวาสัตวทดลองกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF มีปริมาณการ
แสดงออกของโปรตีน VEGF มากกวาสัตวทดลองในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ 0.1 M 
pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF  แตไมพบความแตกตางของปริมาณการ
แสดงออกของ VEGF protein และ mRNA ในสัตวทดลองกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ 0.1 M 
pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF โดยที่ปริมาณของการแสดงออกของ VEGF 
protein ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF นั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ 
p0.05 เม่ือเทียบกับปริมาณของการแสดงออกของ VEGF protein ในกลุมควบคุม (ปริมาณของ
การแสดงออกของ VEGF protein ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 
105.5227.79 ng/ml สวนปริมาณของการแสดงออกของ VEGF protein ในกลุมควบคุมเทากับ 
64.297.91 ng/ml) แตเม่ือเทียบระหวางปริมาณของการแสดงออกของ VEGF protein ในกลุมที่
ไดรับ 3.86%G commercial PDF กับเปอรเซ็นตของการแสดงออกของ VEGF protein ในกลุมที่
ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF พบวาทั้งสองกลุมนั้นมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 (ปริมาณของการแสดงออกของ VEGF protein ในกลุมที่
ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 105.5227.79 ng/ml สวนปริมาณของการแสดงออก
ของ VEGF protein ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF 
เทากับ 65.037.73 ng/ml) (รูปที่ 43) 

 

      
 

รูปที่ 43. แสดงปริมาณการแสดงออกของ VEGF protein ใน rat dialysate และ VEGF mRNA 
ใน mesothelial cells ของแตละกลุมการทดลอง  1) Control คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  2) 
PDF คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF  3) PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่  p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  
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#พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมที่ไดรับ 3.86% 
G commercial PDF 

 
เพื่อยืนยันการแสดงออกของ VEGF จึงไดทําการยอม VEGF ในชิ้นเนื้อดวยวิธี 

immunohistochemistry (บริเวณที่ยอมติดสลาก VEGF จะเห็นเปนสีน้ําตาล) ดังแสดงในรูปที่ 44 
 

 
 

รูปท่ี 44. แสดงปริมาณการแสดงออกของ VEGF บนเยื่อบุผนังชองทองของแตละกลุมการทดลอง  
A) Control คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  B) PDF คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial 
PDF  C) PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF รวมกับยา 0.1 M 
pioglitazone  ทุกรูปถายภาพที่กําลังขยาย 200 เทา  
 

พบวาสัตวทดลองที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF มีการแสดงออกของ TGF- 
protein ในน้ํายา dialysate สูงถึง 9 เทา เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม ซึ่งปริมาณของการแสดงออก
ของ TGF- protein ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF นั้นมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญที่ p0.05 เม่ือเทียบกับปริมาณของการแสดงออกของ TGF- protein ในกลุมควบคุม 
(ปริมาณของการแสดงออกของ TGF- protein ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF 
เทากับ 440.82318.37 ng/ml สวนปริมาณของการแสดงออกของ TGF- protein ในกลุม
ควบคุมเทากับ 44.9044.90 ng/ml) แตเม่ือเทียบระหวางปริมาณของการแสดงออกของ TGF- 
protein ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF กับปริมาณของการแสดงออกของ TGF- 
protein ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 3.86% G commercial PDF พบวาทั้ง
สองกลุมนั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางยิ่งที่ p0.01 (ปริมาณของการแสดงออกของ 
TGF- protein ในกลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF เทากับ 440.82318.37 ng/ml สวน
ปริมาณของการแสดงออกของ TGF- protein ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 
3.86% G commercial PDF เทากับ 57.1418.37 ng/ml) และปริมาณของการแสดงออกของ 
TGF- mRNA ในกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 
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18s rRNA นั้นมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ p0.05 เม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณของการ
แสดงออกของ TGF- mRNA ในกลุมควบคุมเทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA 
(ปริมาณของการแสดงออกของ TGF- mRNA ในกลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF เทียบ
กับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA เทากับ 2.700.70 สวนปริมาณของการแสดงออกของ 
TGF- mRNA ในกลุมควบคุมเทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA เทากับ 1.000.11) 
แตเมื่อเปรียบเทียบระหวางปริมาณของการแสดงออกของ TGF- mRNA ในกลุมที่ไดรับ 1.36% 
G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA กับปริมาณของการ
แสดงออกของ TGF- mRNA ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M pioglitazone รวมกับ 1.36% G 
commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA พบวาทั้งสองกลุมนั้นมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางยิ่งที่ p0.01 (ปริมาณของการแสดงออกของ TGF- mRNA ใน
กลุมที่ไดรับ 1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA เทากับ 
2.700.70 สวนปริมาณของการแสดงออกของ TGF- mRNA ในกลุมที่ไดรับยา 0.1 M 
pioglitazone รวมกับ 1.36% G commercial PDF เทียบกับปริมาณการแสดงออกของ 18s rRNA 
เทากับ 1.600.21) โดยพบความสอดคลองของการแสดงออกของ TGF- mRNA ใน 
mesothelial cell culture (รูปที่ 45) 

 

                                                                                     

รูปที่ 45. แสดงปริมาณการแสดงออกของ TGF- protein ใน rat dialysate และ TGF- mRNA 
ใน mesothelial cells ของแตละกลุมการทดลอง  1) Control คือ กลุมที่ไดรับน้ําเกลือนอรมัล  2) 
PDF คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF  3) PDF+PGZ คือ กลุมที่ไดรับ 3.86% G 
commercial PDF รวมกับยา 0.1 M pioglitazone   
หมายเหต ุ *พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่  p value นอยกวา 0.05 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  

#พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญอยางย่ิงที่ p value นอยกวา 0.01 เม่ือเทียบกับกลุมที่ไดรับ 
3.86% G commercial PDF 
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กลาวไดวาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงของเยื่อบุผนังชองทองที่
กลาวมาขางตนคือ VEGF และ TGF- นั้นมีความสัมพันธกับการเปล่ียนแปลงของเยื่อบุผนังชอง
ทองในสัตวทดลองทั้งสองกลุม (กลุมที่ไดรับ 3.86% G commercial PDF และกลุมที่ไดรับ 3.86% 
G commercial PDF รวมกับยา pioglitazone) โดยยา pioglitazone นั้นสามารถปองกันการ
เปล่ียนแปลงของเยื่อบุผนังชองทองที่สัมผัสกับ 3.86% G commercial PDF โดยยา pioglitazone 
นี้ มีผลทําใหการเกิด angiogenesis และ peritoneal fibrosis ของเย่ือบุผนังชองทองลดลง 



บทที่ 5 
 

อภิปรายผลการวิจัย สรุป และขอเสนอแนะ 
 
5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

จากการศึกษาในเซลลเพาะเล้ียงและในสัตวทดลองท่ีกลาวมาขางตน  พบวาทั้ง 
mesothelial cells และ adipocytes ที่สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง (commercial PDF) 
นั้น เกิดการบาดเจ็บของเซลล เกิดการตายแบบ apoptosis รวมทั้งเกิดการเปลี่ยนแปลงฟโนไทป 
(loss of differentiation marker) ของ mesothelial cell (การติดสียอมของแอนติบอดียตอ 
cytokeratin ลดลง) และ adipocytes (การติดสียอมของ oil red-O ลดลง) นอกจากนี้ยังพบวาการ
แสดงออกของทั้ง TGF- และ VEGF ในระดับ mRNA นี้มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับกลุม
ควบคุม สวนในสัตวทดลองท่ีไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทองนั้น พบวา เกิดการหลุดลอกของ 
mesothelial cells เกิดการหนาตัวของชั้น submesothelium และเกิดการเปล่ียนแปลงของ 
mesothelial cells จาก epithelial form ไปเปน mesenchymal form ซึ่งเรียกวา epithelial 
mesenchymal transdifferentiation (EMT) รวมทั้งพบการเกิดหลอดเลือดใหม (angiogenesis) 
ที่บริเวณ peritoneum ซึ่งลักษณะที่กลาวมานี้ไมพบในกลุมควบคุม นอกจากนี้ยังพบวาการ
แสดงออกของทั้ง TGF- และ VEGF ในระดับ protein นี้มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับกลุม
ควบคุม แตการเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึนทั้งในเซลลและในสัตวทดลองนั้น จะลดลงเม่ือไดรับน้ํายา
ฟอกไตทางชองทองรวมกับยา pioglitazone โดยยา pioglitazone (ซึ่งเปน PPAR- agonist) นั้น 
สามารถที่จะปองกันการบาดเจ็บและการตายของทั้ง mesothelial cells และ adipocytes 
หลังจากที่เซลลทั้งสองชนิดสัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง รวมทั้งสามารถลดการเกิดการ
เปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนกับเยื่อบุชองทองของสัตวทดลองที่สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง  

โดยเช่ือวายา pioglitazone นั้นออกฤทธ์ิโดยการไปจับกับ DNA ในบริเวณที่เรียกวา 
PPRE [79] ซึ่งการจับกันของ PPAR- กับ PPRE นั้น สงผลทําใหเซลลมีการเพิ่มปริมาณการ
แสดงออกของโปรตีนที่จะไปยับยั้งการตายของเซลลแบบ apoptosis (B-cell CLL/lymphoma 2 
(Bcl-2)) [83]  

ซึ่งการตายของเซลลแบบ apoptosis นั้น สงผลใหมีการหลุดลอกของ mesothelial cells 
จาก peritoneal membrane ทําใหเกิดบริเวณที่เรียกวา mesothelial deserted area นอกจากนี้
ยังพบการแสดงออกของ PPAR- ใน mesothelial cells โดยเช่ือวามีบทบาทในการเปน local 
defense mechanism ซึ่ง PPAR- นี้ จะไปลดการแสดงออกของ inflammatory mediators สงผล
ทําใหโอกาสในการเกิด peritoneal fibrosis ลดนอยลง [84] อีกทั้งยังมีรายงานอีกหลายฉบับที่
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แสดงใหเห็นวา การแสดงออกของ PPAR- นั้นสงผลใหมีการลดลงของระดับการแสดงออกของ 
TGF- ซึ่งเปนที่ทราบกันดีวา TGF- นั้นเปน pro-apoptotic และ pro-fibrotic mediator 
กลาวคือ TGF- นั้นมีบทบาทในการทําใหเกิดกระบวนการตายของเซลลแบบ apoptosis ใน
หลายข้ันตอน เชน cooperate with TNF-, activation caspase 1, activation caspase 3, 
activation caspase 8, activation caspase 9, down-regulation Bcl-XL และ down-regulation 
Bcl-2 เปนตน [83, 85, 86] นอกจากนี้ TGF- ยังสงผลตอการเปล่ียนแปลง phenotype ของ 
mesothelial cells จาก epithelium ไปเปน myofibroblast ซึ่งเรียกการเปลี่ยนแปลงดังกลาววา 
EMT ซึ่ง EMT นี้มีบทบาทสําคัญที่ทําใหมีการเพิ่มการสะสมของ extracellular matrix (ECM) โดย 
TGF- นั้นไปทําใหเกิด down-regulation ในการแสดงออกของโปรตีนและเอนไซมชนิดตาง ๆ ที่
เกี่ยวของกับการสลาย ECM เชน matrix metalloproteinases (MMPs) และไปทําใหเกิด up-
regulation ในการแสดงออกของโปรตีนและเอนไซมชนิดตาง ๆ ท่ีเก่ียวของกับการสรางและ
สะสม ECM เชน plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), collagen, laminin และ 
fibronectin สงผลใหเกิด fibrosis ตามมา [87-89]  

สวนการแสดงออกของ PPAR- ใน adipocytes นั้น มีขอมูลสนับสนุนวา PPAR- มี
บทบาทตอการเกิด adipogenesis ซึ่งเปนกระบวนการที่ pre-adipocytes เกิดการ differentiation 
ไปเปน mature adipocytes [91-92] นอกจากนี้ยังมีรายงานที่แสดงวาการแสดงออกของ PPAR- 
นั้นมีความสัมพันธกับการแสดงออกของ cytokines ที่หล่ังออกมาจาก adipocytes (adipokines) 
โดยยาในกลุม thaizolidinediones (รวมทั้งยา pioglitazone) นั้น ไปลดการแสดงออกของ leptin  
(ซึ่ง leptin นี้มีบทบาทใน metabolic syndromes) และมีผลทําให adiponectin มีการแสดงออก
เพิ่มข้ึน (ซึ่ง adiponectin นี้มีบทบาทใน metabolic syndromes เชนเดียวกับ leptin) [93-94] เปน
ตน  

ซึ่งพยาธิสภาพที่เกิดข้ึนในผูปวยที่ไดรับการบําบัดทดแทนไตทางชองทองอยางถาวรนั้น
คลายคลึงกับพยาธิสภาพที่เกิดข้ึนในผูปวยที่เปนโรคเบาหวาน เชน พบภาวะด้ือตออินสุลินใน
ผูปวยที่ไดรับการลางไตทางชองทอง เนื่องจากผูปวยไดรับการสัมผัสกับกลูโคสในน้ํายาลางไตเปน
เวลานาน มีผลทําใหเกิดการหล่ังของอินสุลินเพิ่มมากข้ึน รวมกับการที่ตัวรับอินสุลิน (insulin 
receptor) ในเนื้อเยื่อตาง ๆ ลดนอยลง ทําใหพบภาวะด้ือตออินสุลินในผูปวยที่ไดรับลางไตทาง
ชองทอง ซึ่งภาวะด้ือตออินสุลินนี้ มีผลทําใหผูปวยมีหลอดเลือดแข็งตัว (atherosclerosis) และมี
อัตราการตายจากโรคหัวใจเพิ่มมากข้ึน (cardiovascular mortality) เปนตน [95] 

จากการศึกษาคร้ังนี้ ในเซลลเพาะเล้ียงพบวาทั้ง mesothelial cells และ adipocytes ที่
สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทองรวมกับยา pioglitazone  ที่ความเขมขน 0.1 M นั้น มีระดับ
การแสดงออกของ TGF- ลดลง อีกทั้งการบาดเจ็บและการตายของเซลลทั้งสองชนิดเมื่อสัมผัส
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กับน้ํายาฟอกไตทางชองทองลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับ mesothelial cells และ adipocytes ที่
สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทองเพียงอยางเดียว ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาในสัตวทดลอง
โดยพบวามีการลดลงของการแสดงออกของ TGF- ในหนูกลุมที่ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง
รวมกับยา pioglitazone พบการลดลงของการเกิด EMT ของ mesothelial cells และพบการลดลง
ของการเกิด peritoneal fibrosis รวมทั้งพบ mesothelial deserted area ลดนอยลงเมื่อ
เปรียบเทียบกับในหนูกลุมที่ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทองเพียงอยางเดียว  

พบวาการสรางหลอดเลือดใหม (neoangiogenesis) ในบริเวณ peritoneum ในหนูกลุมที่
ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทองนั้น มีความสัมพันธกับการเพิ่มข้ึนของการแสดงออกของ cytokine 
ชนิดหนึ่งคือ  vascular endothelial growth factor (VEGF) (ซึ่ง VEGF นั้นมีบทบาทในการเกิด 
angiogenesis) โดย VEGF จะไปกระตุนใหเกิด endothelial cells เพิ่มมากข้ึน และเกิดการ
เคลื่อนที่ออกมา รวมทั้ง endothelial cells นี้จะไปรวมตัวกันเพื่อสรางเปนโครงสรางของหลอด
เลือดใหมที่แตกแขนงออกมาจากหลอดเลือดเดิม [96]  

โดยพบวาในสัตวทดลองที่ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทองนั้น มีปริมาณการแสดงออกของ 
VEGF เพิ่มมากข้ึนเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม และการสรางหลอดเลือดใหมนั้น ก็ยังมีความสัมพันธ
กับการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาของเย่ือบุผนังชองทองอีกดวย กลาวคือ ในหนูกลุมที่ไดรับน้ํายา
ฟอกไตทางชองทองนั้น จะมีการร่ัวของ high molecular weight solute (ในที่นี้คือ albumin) 
ออกมาในน้ํายาฟอกไตทางชองทอง ซึ่งสะทอนใหเห็นถึงความสามารถในการขนสงสารผานเยื่อบุ
ผนังชองทองนั้นมีการเปลี่ยนแปลงไป (ความสามารถในการขนสงสารผานเย่ือบุผนังชองทองน้ัน
พิจารณาจาก จํานวนของหลอดเลือดตอพื้นท่ี และ permeability ของเยื่อบุผนังชองทอง) ซึ่ง
หลอดเลือดที่สรางข้ึนใหมนี้ยังทําหนาที่ไดไมสมบูรณดีพอ (high permeable) จึงสงผลทําใหเกิด
ปรากฏการณที่กลาวมาขางตน แตในหนูกลุมที่ได รับน้ํายาฟอกไตทางชองทองรวมกับยา 
pioglitazone นี้ พบวาจํานวนของหลอดเลือดท่ีสรางขึ้นใหมนั้นมีจํานวนนอยกวา และ
ความสามารถในการขนสงสารผานเย่ือบุผนังชองทองดีกวา (มีการรั่วของ high molecular 
weight solute ออกมาในน้ํายาฟอกไตทางชองทองนอยกวา) เม่ือเทียบกับหนูในกลุมที่
ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทองเพียงอยางเดียว อีกทั้งเมื่อทําการวัดปริมาณของการแสดงออก
ของ VEGF ก็พบวา ทั้งในเซลลเพาะเล้ียงและในสัตวทดลองกลุมที่ไดรับน้ํายาฟอกไตทางชองทอง 
รวมกับยา pioglitazone น้ันมีปริมาณของ VEGF นอยกวาในกลุมท่ีไดรับแตนํ้ายาฟอกไตทาง
ชองทองเพียงอยางเดียวอีกดวย 

จากที่กลาวมาขางตนที่บอกวา TGF- นั้น มีบทบาทตอการเกิด cell injury, cell death 
และ fibrosis แลวยังพบอีกวา TGF- นั้น มีความสัมพันธกับการสรางหลอดเลือดใหมอีกดวย 
กลาวคือ มีรายงานจากการศึกษาหลายฉบับที่แสดงวา TGF- นั้น สามารถกระตุนใหมีการ
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แสดงออกของ VEGF ได โดยผานทาง mitogen-activated protein (MAP) kinase อีกทั้งยังพบ
อีกวา TGF- นั้น สามารถกระตุนให endothelial cells เกิดการเพิ่มจํานวนและรวมตัวกันเพื่อ
สรางเปนโครงสรางของหลอดเลือดใหมที่แตกแขนงออกมาจากหลอดเลือดเดิม มีการสะสมของ 
ECM รวมถึงยังทําให vascular smooth muscle cell มายังบริเวณที่มีการสรางหลอดเลือดใหม 
เพื่อที่ vascular smooth muscle cell นั้นจะชวยเสริมความแข็งแรงใหกับหลอดเลือดใหมที่สราง
ข้ึน [97-99] ซึ่งขอมูลขางตนนั้น สอดคลองกันกับการศึกษากอนหนานี้โดยทําการเพิ่ม TGF- เขา
ไปในอาหารเพาะเล้ียงเซลลก็พบวา เซลลที่ไดรับ TGF- ในอาหารเพาะเล้ียงเซลลนั้นมีปริมาณ
การแสดงออกของ VEGF มากกวาเมื่อเทียบกับเซลลที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเล้ียงเซลล
ตามปกติและเม่ือใส TGF- รวมกับยา pioglitazone ในอาหารเพาะเล้ียงเซลลพบวา ปริมาณการ
แสดงออกของ VEGF ลดลงเมื่อเทียบกับเซลลที่เพาะเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงเซลลที่ใส TGF- 
เพียงอยางเดียว นอกจากนี้ยังมีรายงานอีกวา PPAR- agonist นั้น สามารถที่จะยับยั้งการสราง
หลอดเลือดใหมได โดยไปลดการแสดงออกของ VEGF อีกดวย [100-101] 

 
5.2 สรุปผลการวิจัย 

ยา pioglitazone นั้นสามารถปองกันการบาดเจ็บและการตายของเซลล และสามารถลด
การเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนกับเยื่อบุชองทองที่สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทองได โดยผาน
ทางการควบคุมการแสดงออกของ TGF- 
 
5.3 ขอเสนอแนะ 

จากการศึกษานี้ สามารถนําไปประยุกตใชในการชะลอการเส่ือมของเยื่อบุผนังชองทองใน
ผูปวยที่ได รับน้ํายาฟอกไตทางชองทองได แตควรทําการศึกษาเพิ่มเติมในสวนผลของยา 
pioglitazone ในการกระตุนผาน pathway อ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนกับเยื่อบุ
ชองทองที่สัมผัสกับน้ํายาฟอกไตทางชองทองตอไป 



รายการอางอิง 
 
[1]  Davies SJ, Phillips L, Griffiths AM. Longitudinal changes in peritoneal kinetics: the 

effects of peritoneal dialysis and peritonitis. Nephrol Dial Transplant 11 
(1996): 498-506. 

[2]  Devuyst O, Topley N, Williams JD. Morphological and functional changes in the 
dialysed peritoneal cavity: impact of more biocompatible solutions. 
Nephrol Dial Transplant 17 Suppl 3 (2002): 12-5. 

[3]  Dobbie JW. Morphology of the peritoneum in CAPD. Blood Purif 7 (1989): 74-85. 
[4]  Pollock CA, Ibels LS, Eckstein RP. Peritoneal morphology on maintenance dialysis. 

Am J Nephrol 9 (1989): 198-204. 
[5]  Rubin J, Rogers WA, Taylor HM. Peritonitis during continuous ambulatory peritoneal 

dialysis. Ann Intern Med 92 (1980): 7-13. 
[6]  Di Paolo N, Sacchi G, De Mia M. Morphology of the peritoneal membrane during 

continuous ambulatory peritoneal dialysis. Nephron 44 (1986): 204-11. 
[7]  Williams JD, Craig KJ, Topley N, Von Ruhland C, Fallon M. Morphological changes 

in the peritoneal membrane of patients with renal disease. J Am Soc 
Nephrol 13 (2002): 470-90. 

[8]  Williams JD, Craig KJ, Von Ruhland C, Topley N, Fallon M, William GT. Biopsy 
registry study group: the natural course of peritoneal membrane biology 
during peritoneal dialysis. Kidney Int 88 (2003): S43-9. 

[9]  Honda K, Nitta K, Horita S. Accumulation of advanced glycation end products in the 
peritoneal vasculature of continuous ambulatory peritoneal dialysis 
patients with low ultra-filtration. Nephrol Dial Transplant 14 (1999): 1541-9. 

[10]  Honda K, Nitta K, Horita H. Morphological changes in the peritoneal vasculature of 
on CAPD with ultrafiltration failure. Nephron 72 (1996): 171-6. 

[11]  Mateijsen MA, van der Wal AC, Hendriks PM. Vascular and interstitial changes in 
the peritoneum of CAPD patients with peritoneal sclerosis. Perit Dial Int 19 
(1999): 517-25. 



 66
[12]  Selgas R, Fernandez-Reyes MJ, Bosque E. Functional longevity of the human 

peritoneum: how long is continuous peritoneal dialysis possible? Results of 
a prospective medium long-term study. Am J Kidney Dis 23 (1994): 64-73. 

[13]  Hendriks PM. Ho-dac-Pannekeet MM, van Gulik TM. Peritoneal sclerosis in chronic 
peritoneal dialysis patients: analysis of clinical presentation, risk factors 
and peritoneal transport kinetics. Perit Dial Int 17 (1997): 136-43. 

[14]  Davies SJ, Phillips L, Naish PF. Peritomeal glucose exposure and changes in 
membrane solute transport with time on peritoneal dialysis. J Am Soc 
Nephrol 12 (2001): 1046-51. 

[15]  Coles GA, Williams JD, Topley N. Peritoneal inflammation and long-term changes 
in peritoneal structure and function. In: Gokal R, Khanna R, Krediet RT, 
Nolph KD. (eds.), Textbook of Peritoneal Dialysis, 2nd Edition. Dordrecht, 
Netherland; Kluwer Acedemic Publishers 2000: 556-83. 

[16]  Lai KN, Ho SK, Leung J, Tang SC, Chan TM, Li FK. Increased survival of 
mesothelial cells from the peritoneum in peritoneal dialysis fluid. Cell Biol 
Int 25 (2001): 445-50. 

[17]  Boulanger E, Wautier MP, Gane P, Mariette C, Devuyst O, Wautier JL. The 
triggering of human peritoneal mesothelial cell apoptosis and oncosis by 
glucose and glycoxydation products. Nephrol Dial Transplant 19 (2004): 
2208-16.  

[18]  Horiuchi T, Miyamoto K, Miyamoto S, Fujita M, Sano N. Image analysis of 
remesothelialization following chemical wounding of cultured human 
peritoneal mesothelial cells: the role of hyaluronan synthesis. Kidney Int 64 
(2003): 2280-90. 

[19]  Gotloib L, Wajsbrot V, Shostak A. Mesothelial dysplastic changes and lipid 
peroxidation induced by 7.5% icodextrin. Nephron 92 (2002): 142-55. 

[20]  Guan YF, Breyer MD. Peroxisome proliferators-activated receptors (PPARs): Novel 
therapeutic targets in renal disease. Kidney Int 60 (2001): 14-30. 

[21]  Nicholas SB, Kawano Y, Wakino S, Collins AR. Hsueh WA: Expression and function 
of peroxisome proliferator-activated receptor-gamma in mesangial cells. 
Hypertension 37 (2001): 722-7.  



 67
[22]  Fukunaga Y, Itoh H, Doi K, Tanaka T, Yamashita J, Chun TH, et al. 

Thiazolidinediones, peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
agonists, regulate endothelial cell growth and secretion of vasoactive 
peptides. Atherosclerosis 158 (2001): 113-9. 

[23]  Oates JC, Reilly CM, Crosby MB, Gilkeson GS. Peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma agonists: potential use for treating chronic inflammatory 
diseases. Arthritis Rheum 46 (2002): 598-605.  

[24]  Reilly CM, Oates JC, Sudian J, Crosby MB, Halushka PV, Gilkeson GS. 
Prostaglandin J(2) inhibition of mesangial cell iNOS expression. Clin 
Immunol 98 (2001): 337-45. 

[25]  Levonen AL, Dickinson DA, Moellering DR, Mulcahy RT, Forman HJ, Darley-Usmar 
VM. Biphasic effects of 15-deoxy-delta(12,14)-prostaglandin J(2) on 
glutathione induction and apoptosis in human endothelial cells. Arterioscler 
Thromb Vasc Biol 21 (2001): 1846-51. 

[26]  Chinetti G, Griglio S, Antonucci M. Activation of proliferator-activated receptors 
alpha and gamma induces apoptosis of human monocyte-derived 
macrophages. J Biol Chem 273 (1998): 25573-80. 

[27]  Panigrahy D, Singer S, Shen LQ, Butterfield CE, Freedman DA, Chen EJ, et al. 
PPARgamma ligands inhibit primary tumor growth and metastasis by 
inhibiting angiogenesis. J Clin Invest 110 (2002 Oct): 923-32. 

[28]  Goetze S, Eilers F, Bungenstock A, Kintscher U, Stawowy P, Blaschke F, et al. 
PPAR activators inhibit endothelial cell migration by targeting Akt. Biochem 
Biophys Res Commun 293 (2002): 1431-7. 

[29]  Lin SH, Lin YF, Kuo YJ, HsuYJ, Hung YJ. Rosiglitazone improves glucose 
metabolism in nondiabetic uremic patients on CAPD. Am J Kidney Dis 42 
(2003): 774-80. 

[30]  ศุภชัย ฐิติอาชากุล. การลางไตทางชองทอง. กรุงเทพฯ: บุคเน็ท 2544. 
[31]  Knapowski J, Feder E, Simon M, Zabel M. Evaluation of the participation of parietal 

peritoneum in dialysis: Physiological, morphological, and pharmacological 
data. Proc Eur Dial Trans Assoc 16 (1979):155-64. 



 68
[32]  Dobbies JW, Lloyd JK, Gall CA. Categorization of ultrastructural changes in 

peritoneal mesothelium, stroma and blood vessels in uremia and CAPD 
patients. Adv Perit Dial 12 (1996): 3-12. 

[33]  Obradovic MM, Stojimirovic BB, Trpinac DP. Ultrastructure changes of peritoneal 
lining cells in uremia. Adv in Perit Dial 16 (2000): 26-9. 

[34]  Di Paolo N, Sacchi G. Atlas of peritoneal physiology. Perit Dial Int 20S3 (2000): S9-
100.   

[35]  Dobbie JW, Anderson JD.  Ultrastructure, distribution, and density of lamellar 
bodies in human peritoneum. Perit Dial Int 16 (1996): 482-87.  

[36]  Khanna R, Nolph KD, Oreopoulos DG. The essentials of peritoneal dialysis. Kluwer 
Academic Publishers, Boston 1993: 10. 

[37]  Dobbies JW. Ultrastructure and pathology of the peritoneum in peritoneal dialysis. 
In: Gokal R, Nolph KD (eds), The textbook of peritoneal dialysis, Kluwer 
Academic Publishers, The Netherlands 1994: 17-44.  

[38]  Miller FN. The peritoneum microcirculation. In: Nolph (ed), Peritoneal Dialysis. 
Martinus Nijhoff, Boston 1985: 51-93.  

[39]  Esperanca MJ, Collins DL. Peritoneal dialysis efficiency in relation to body weight. 
J Pediatr Surg 1 (1966): 162-7.  

[40]  สมชาย เอ่ียมออง, เกรียง ต้ังสงา, อนุตตร จิตตินันทน, เถลิงศักด์ิ กาญจนบุษย, ดุสิต ลํ้าเลิศ
กุล และประเสริฐ ธนกิจจารุ, บรรณาธิการ. Textbook of peritoneal dialysis. 
กรุงเทพฯ: เท็กซ แอนด เจอรนัล พับลิเคช่ัน. 2551. 

[41]  Simionescu M, Simionescu N, Palde GE. Structural basis of permeability in 
sequential segments of the microvasculaure II pathways followed by 
microperoxidase across the endothelium. Microvasc Res 15 (1978): 17.  

[42]  Gotloib L, Digenis GE, Rabinovich S. Ultrastructure of normal rabiit mesentery. 
Nephron 34 (1983): 248.  

[43]  Palade GE. Fine structure of blood capillary. J Appl Physiol 24 (1953): 1424. 
[44]  Khanna R, Nolph KD, Oreopoulos DG. The essentials of peritoneal dialysis. Kluwer 

Academic Publishers, Boston 1993: 10. 



 69
[45]  Zakaria ER, Spain DA, Harris PD, Garrison RN. In vivo quantitative description of 

visceral microvascular reactivity in peritoneal dialysis (PD) (Abstract). Perit 
Dial Int 21 (2001): S1. 

[46]  Flessner MF, Fenstermacher JK, Dedrick RL , Blasberg RG. A distributed model of 
peritoneal - plasma transport: Tissue concentration gradients. Am J 
Physiol 248 (1985): F425-35. 

[47]  Leypoldt JK, Mistry CD. Ultrafiltration in peritoneal dialysis. In: R.gokal & 
K.D.Nolph. The Textbook of Peritoneal dialysis. The Netherlands: Kluwer 
Academic Publishers 1994: 135-60. 

[48]  Goldberg AP. The metabolic and psychological effects of exercise training in 
hemodialysis patients. Am J Clin Nutr 33 (1980): 1620. 

[49]  Kautzsky-Willer A, Pacini G, Barnas U. Intravenous calcitriol normalizes insulin 
sensitivity in uremic patients. Kidney Int 47 (1995): 200-06. 

[50]  Tomiyama H, Motobe K, Zaydun G. Insulin sensitivity and endothelial function in 
hypertension. AJH 18 (2005): 178-82. 

[51]  Obradovic MM, Stojimirovic BB, Trpinac DP. Ultrastructure changes of peritoneal 
lining cells in uremia. Adv in Perit Dial 16 (2000): 26-9. 

[52]  Grahame GR, Torchia MG, Dankewich KA, Ferguson IA. Surface-active material in 
peritoneal effluent of CAPD patients. Perit Dial Bull 5 (1985): 109-14. 

[53]  Cantor JO, Willhite M, Bray BA, Keller S, Mandl I, Turino GM. Synthesis of 
crosslinked elastin by a mesothelial cell culture. Proc Soc Exp Biol Med 
181 (1986): 387-91. 

[54]  Hills BA. Lubrication of visceral movement and gastric motility by peritoneal 
surfactant. J Gastroenterol Hepatol 11 (1996): 797-803.  

[55]  Di-Paolo N, Sacchi G. Anatomy and physiology of the peritoneal membrane. 
Contrib Nephrol 84 (1990): 10-26. 

[56]  Aalto M, Kulonen E, Penttinen R, Renvall S. Collagen synthesis in cultured 
mesothelial cells response to silica. Acta Chir Scand 147 (1981): 1-6. 

[57]  Yung S, Coles GA, Williams JD, Davies M. The source and possible significance of 
hyaluronan in the peritoneal cavity. Kidney Int 46 (1994): 527-33.  



 70
[58]  Douvdevani A, Rapoport J, Konforty A, Argov S, Ovnat A, Chaimovitz C. Human 

peritoneal mesothelial cells synthesize IL-1 alpha and beta. Kidney Int 46 
(1994): 993-1001. 

[59]  Di-Paolo N, Garosi G, Traversari L, Di-Paolo M. Mesothelial biocompatibility of 
peritoneal dialysis solutions. Perit Dial Int 13 (1993): S109-12. 

[60]  Yanez-Mo M, Lara-Pezzi E, Selgas R, Ramirez-Huesca M, Dominguez-Jimenez C, 
Jimenez-Heffernan JA, et al. Peritoneal dialysis and epithelial-to-
mesenchymal transition of mesothelial cells. N Engl J Med 348 (2003): 
403-13. 

[61]  Selgas R, Bajo A, Jimenez-Heffernan JA, Sanchez-Tomero JA, Del-Peso G, 
Aguilera A, et al. Epithelial-to-mesenchymal transition of the mesothelial 
cell-its role in the response of the peritoneum to dialysis. Nephrol Dial 
Transplant 21 (2006): 2-7.  

[62]  Aroeira LS, Aguilera A, Selgas R, Ramirez-Huesca M, Perez-Lozano ML, Cirugeda 
A, et al. Mesenchymal conversion of mesothelial cells as a mechanism 
responsible for high solute transport rate in peritoneal dialysis: role of 
vascular endothelial growth factor. Am J Kidney Dis 46 (2005): 938-48.  

[63]  Von RF. Zur Fettresoption. Arch Pathol Anat Physiol 26 (1863): 172-8. 
[64]  Ho-Dac Pannekeet MM. Peritoneal fluid markers of mesothelial cells. Adv Renal 

Replace. Ther. 5 (1998): 205-11.  
[65]  Chen JY, Chi CW, Chen HL, Wan CP, Yang WC, Yang AH. TNF-alpha renders 

human peritoneal mesothelial cells sensitive to anti-Fas antibody-induced 
apoptosis. Nephrol Dial Transplant 18 (2003): 1741-7.  

[66]  Catalan MP, Subira D, Reyero A, Selgas R, Ortiz-Gonzalez A, Egido J, et al. 
Regulation of apoptosis by lethal cytokines in human mesothelial cells. 
Kidney Int 64 (2003): 321-30. 

[67]  Margetts PJ, Bonniaud P. Basic mechanisms and clinical implications of peritoneal 
fibrosis. Perit Dial Int 23 (2003): 530-41.  

[68]  Ichiro H, Yoshitaka I, Shinya K, Eiji K, Toshiro F. Methylglyoxal induces peritoneal 
thickening by mesenchymal-like mesothelial cells in rat. Nephrol Dial 
Transplant 24 (2009): 437-47. 



 71
[69]  Oh EJ, Ryu HM, Choi SY, Yook JM, Kim CD, Park SH, et al. Impact of low 

glucose degradation product bicarbonate/lactate-buffered dialysis solution 
on the epithelial-mesenchymal transition of peritoneum. Am J Nephrol 31 
(2010): 58-67. 

[70]  Chieko H, Yoko T, Hideki N, Takashi N, Tsutomu S. Effect of glucose and 
plasminogen activator inhibitor-1 on collagen metabolism in the 
peritoneum. Therapeutic Apheresis and Dialysis 9 (2005): 173-81. 

[71]  Qiang Y, Krzysztof P, Ernesto RA, Arkadiusz S, Andrzej B. The role of the 
TGF/Smad signaling pathway in peritoneal fibrosis induced by peritoneal 
dialysis solution. Nephron Exp Nephrol 109 (2008): e71-8. (in press) 

[72]  Qinghua L, Haiping M, Jing N, Wei C, Qiongqiong Y, Xiuqing D, et al. Transforming 
growth factor 1 induces epithelial-mesenchymal transition by activating 
the JNK-Smad3 pathway in rat peritoneal mesothelial  cells. Perit Dial Int 
28 (2008): 88-95.  

[73]  Raffaele S, Miguel F, Manuel LC, Migel A, Del P. Targeting the ERK/NF-B/Snail1 
pathway as a potential therapeutic strategy to prevent the failure of 
peritoneal dialysis. Nature review 6 (2009): 43-8. 

[74]  Mortier S, Lameire NH, Vriese AS. The effects of peritoneal dialysis solutions on 
peritoneal host defense. Perit Dial Int 24 (2004): 123-38.  

[75]  Douma CE, de Waart DR, Struijk DG, Krediet RT. Are phospholipase A2 and nitric 
oxide involved in the alterations in peritoneal transport during CAPD 
peritonitis?. J lab Clin Med 132 (1998 Oct): 329-40. 

[76]  Bertoli SV, Barone MT, Vago L. Changes in Peritoneal membrane after continuous 
ambulatory peritoneal dialysis-A Histological study. Adv Perit Dial 15 
(1999): 28-31. 

[77]  Mateilsen MAM, van der Wal AC, Hendriks PMEM. Vascular and interstitial 
changes in the peritoneum of CAPD patients with peritoneal sclerosis. Perit 
Dial int 19 (1999): 517-25. 

[78]  Lo WK, Brendolan A, Prowant BF, Moore HL, Khanna R, Twardowski ZJ, et al. 
Changes in the peritoneal equilibration test in selected chronic peritoneal 
dialysis patients. J Am Soc Nephrol 4 (1994): 1466-74. 



 72
[79]  Yki-Jarvinen H. Thiazolidinediones. N Eng J Med 351 (2004): 1106-18. 
[80]  Panchapakesan U, Chen XM, Pollock C.A. Drug insight: Thiazolidinediones and 

diabetic nephropathy relevance to renoprotection. Nat Clin Pract Nephrol 
1 (2005): 33-43. 

[81]  Lin SH, Lin YF, Kuo SW, Hsu YJ, Hung YJ. Rosiglitazone improves glucose 
metabolism in nondiabetic uremic patients on CAPD. Am J Kidney Dis 42 
(2003): 774-80. 

[82]  Pioglitazone. Drug information. In: Rose BD, editor. Uptodate Wellesley: Uptodate 
2005. 

[83]  Fuenzalida K, Quintanilla R, Ramos P, Piderit D, Fuentealba RA, Martinez G, et al. 
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma up-regulates the Bcl-2 
anti-apoptotic protein in neurons and induces mitochondrial stabilization 
and protection against oxidative stress and apoptosis. J Biol Chem 21 
(2007 Dec): 37006-15. 

[84]  Zhang YF, Yang X, Zhang YJ, Sun YL, Zou XL, Kong QY, et al. Peroxisome 
proliferator-activated receptor-gamma is expressed by rat peritoneal 
mesothelial cells: its potential role in peritoneal cavity local defense. Am J 
Nephrol 26 (2006): 602-11. 

[85]  Cao Y, Chen L, Zhang W, Liu Y, Papaconstantinou HT, Bush CR, et al. 
Identification of apoptotic genes mediating TGF-/Smad3-induced cell 
death in intestinal epithelial cells using a genomic approach. Am J Physiol 
Gastrointest Liver Physiol 292 (2007): G28-38. 

[86]  Chipuk JE, Bhat M, Hsing AY, Ma J, Danielpour D. Bcl-xL blocks transforming 
growth factor-1-induced apoptosis by inhibiting cytochrome c release 
and not by directly antagonizing apaf-1-dependent caspase activation in 
prostate epithelial cells.  J Biol Chem 276 (2001): 26614-21. 

[87]  Willis BC, Borok Z. TGF--induced EMT: mechanisms and implications for fibrotic 
lung disease. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 293 (2007): L525-34. 

[88]  Dong C, Zhu S, Wang T, Yoon W, Goldschmidt-Clermont PJ. Upregulation of PAI-1 
is mediated through TGF-beta/Smad pathway in transplant arteriopathy. 
J Heart Lung Transplant 21 (2002 Sep): 999-1008. 



 73
[89]  Mishra R, Zhu L, Eckert RL, Simonson MS. TGF--regulated collagen type I 

accumulation: role of Src-based signals. Am J Physiol Cell Physiol 292 
(2007): C1361-9. 

[90]  Kim ES, Kim MS, Moon A. TGF-beta-induced upregulation of MMP-2 and MMP-9 
depends on p38 MAPK, but not ERK signaling in MCF10A human breast 
epithelial cells. Int J Oncol 25 (2004 Nov): 1375-82. 

[91]  Spiegelman BM. P PA R - : Adipogenic regulator and thiazolidinedione receptor. 
Diabetes 47 (1998 Apr): 507-14. 

[92]  Spiegelman BM, Hu E, Kim JB, Brun R. PPAR- and the control of adipogenesis. 
Biochimie 79 (1997 Feb): 111-2.  

[93]  Bradford B. Lowell PPARg: an essential regulator minireview of adipogenesis and 
modulator of fat cell function. Cell 99 (1999 Oct): 239-42. 

[94]  Kintscher U, Law RE. PPAR--mediated insulin sensitization: the importance of fat 
versus muscle. Am J Physiol Endocrinol Metab 288 (2005): E287-91. 

[95]  Prichard S. Major and minor risk factors for cardiovascular disease in peritoneal 
dialysis. Perit Dial Int 20 (2000): S154-9. 

[96]  Carmeliet P. Angiogenesis in life, disease and medicine. Nature 438 (2005 Dec): 
932-6 

[97]  Londesborough A, Vaahtomeri K, Tiainen M, Katajisto P, Ekman N, Vallenius T, et al. 
LKB1 in endothelial cells is required for angiogenesis and TGF--mediated 
vascular smooth muscle cell recruitment. Development 135 (2008): 2331-8.  

[98]  Bertolino P, Deckers M, Lebrin F, Dijke PT. Transforming growth factor- signal 
transduction in angiogenesis and vascular disorders. Chest 128 (2005 
Dec): S585-90. 

[99]  Pepper MS. Transforming growth factor-beta: vasculogenesis, angiogenesis, and 
vessel wall integrity. Cytokine Growth Factor Rev 8 (1997 Mar): 21-43. 

[100]  Herng-Sheu WH, Ou HC, Chou FP, Lin TM, Yang CH. Rosiglitazone inhibits 
endothelial proliferation and angiogenesis. Life Sciences 78 (2006): 1520-8. 

[101]  Xin X, Yang S, Kowalski J, Gerritsen ME. Peroxisome proliferator-activated 
receptor g ligands are potent inhibitors of angiogenesis in vitro and in vivo. 
J Biol Chem 274 (1999 Mar): 9116-21. 



 
 

 
 
 
                                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 75
เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 

1. ตูปลอดเช้ือ (laminar flow, Thermo electron corporation: model SAFE 2010) 
2. เคร่ืองไมโครเวฟ (microwave, Electrolux) 
3. อางนํ้ารอนควบคุมอุณหภูมิพรอมอุปกรณเขยาสารเคมี (shaking water bath, 

Memmert: model M22) 
4. เคร่ืองผสม (vortex, Labnet: model VX100) 
5. เคร่ืองกวนสารแบบใหความรอน (hot plate stirrer, LabTech®: model LMS-100) 
6. เคร่ืองวัดกรด-ดาง (pH meter, Fisher scientific: model AB15) 
7. เคร่ืองชั่งไฟฟาชนิด 2 ตําแหนง (analytical balance, Precia: model XB2200C) 
8. เคร่ืองชั่งไฟฟาชนิด 4 ตําแหนง (analytical balance, Ohaus: model AR2140) 
9. ไมโครโตม (microtome, Shandon Finesse) 
10. เคร่ืองฝงเนื้อเยื่อ (tissue embedding, LEICA: model EG1150H) 
11. เคร่ืองเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ (tissue processor) 
12. ตูอบ (oven, Binder: model B28) 
13. ตูเย็น (refrigerator, Sanyo: model ultra low) 
14. กลองจุลทรรศนแบบใชแสง (light microscope, Olympus: model BX41) 
15. เคร่ืองสเปคโตโฟโตมิเตอร (spectrophotometer, Bio-Rad: model Smart SpecTM 

3000) 
16. โฮโมจีไนเซอร (homogenizer, Uibra cellTM: model VOX750) 
17. เคร่ืองใหความรอนแกหลอดทดลอง (heat block, Tehne: model DB-2D) 
18. ตูเตรียม PCR (PCR cabinet) 
19. ตูดูดควัน (fume hood, Captair: model filtair 824) 
20. ตูบมเพาะเช้ือบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator, ThermoForma) 
21. หมอฆาเชื้อ (autoclave, Selecta: model presoclave 75) 
22. ตูอบลมรอน (hot air oven, Memmert) 
23. กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (inverted microscope, Nikon: model Eclipse T5100) 
24. กลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (fluorescent microscope, Olympus: model DP72) 
25. เคร่ืองปนหมุนเหวี่ยงปรับอุณหภูมิ (refrigerate centrifuge, Boeco: model U-32R) 
26. ปมสุญญากาศ (vacuum pump, Vacuumband: model ME2) 
27. เคร่ืองสปนดาวเซนตริฟวส (spindown centrifuge, LabTech: model GMC 260) 
28. ตูดูดความชื้น (electronic dry carbinet, Gibco: model Dry100) 
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29. เคร่ืองเขยา (orbital shaker, Bibby Sthart: model S01) 
30. อางลางความถี่สูง (ultrasonic bath, Power sonic: model 420) 
31. เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR machine, Eppendorf: model Mastercycler 

personal) 
32. เคร่ืองตรวจวัดปริมาณกรดนิวคลิอิกแบบ real-time PCR (LightCycler, Roche: model 

2.0) 
33. เคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโคเพลท (microplate reader, Thermo Labsystems: model 

Multiskan EX 355) 
34. เคร่ืองลางบนไมโคเพลท (microplate washer, Thermo Labsystems: model Wellwash 

4Mk2) 
35. ถังบรรจุไนโตรเจน (liquid nitrogen tank, Taylor-Wharton: model VHC35) 

 
วัสดุและอุปกรณที่ใชในการวิจัย 

1. Plus slide (Superfrost plus microscope slides, Thermo scientific) เปนสไลดท่ี
เคลือบดวยประจุบวก ชิ้นเนื้อจากกระบวนการ frozen tissue sections และ ตัวอยางที่จะนํามา
ตรวจดวยวิธีเซลลวิทยา จะยึดติดกับสไลดโดย electrostatically attract หรือ ในกรณีของช้ินเนื้อที่
ผานการตรึงดวยฟอรมาลีน จะจับกับสไลดดวยพันธะโควาเลนท (covalent bond)  

2. Cover glass 22x22 mm, thick 0.13-0.17 mm (HAD) 
3. Cover slip sealant (DAKO) 
4. กระดาษกรองเบอร 2 (filter paper, Whatman) 
5. ทิปขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (tip, Axygen) 
6. หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (tube, Axygen) 
7. หลอดปนขนาด 50 มิลลิลิตร (centrifuge tube, Axygen) 
8. ปเปตขนาด 5, 10 และ 25 มิลลิลิตร (pipette, Corning) 
9. หลอดฉีดยาขนาด 5, 10 และ 20 มิลลิลิตร (syringe, Nipro) 
10. เข็มฉีดยาขนาด 18, 21 และ 27 นิว้ (needle, Nipro) 
11. Syringe filter (Sartorius) 
12. บีกเกอรขนาด 50, 250, 500, 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร (beaker, Pyrex) 
13. กระบอกตวงขนาด 100, 250, 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร (cylinder, Pyrex) 
14. ขวดแกวขนาด 100, 250, 500, 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร  (bottle, Pyrex) 
15. เคร่ืองกรองสารภายใตสภาพสุญญากาศ (glass vacuum filtration unit, Gibco)  



 77
16. เคร่ืองชวยดูดสารละลายดวยปเปต (pipeting aid, Gilson) 
17. ขวดเล้ียงเซลลขนาด 25 และ 75 ตารางเซนติเมตร (tissue culture flask T25 and T75, 

NUNCLON™) 
18. ถาดเล้ียงเซลลชนิด 6, 12 และ 96 หลุม (6, 12 and 96-well plate, Corning) 
19. จานเพาะเช้ือ (petri dish, Corning) 
20. หลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube) 
21. ปเปตชนิดหลายชอง (multichannel pipette, BIOHIT PROLINE) 
22. ภาชนะยอมสี (staining jar) 
23. คอปปลินจาร (coplin jar) 
24. ภาชนะใสสไลด (rack) 
25. ตลับใสเนื้อเยื่อ (cassette)  
26. ปเปตอัตโนมัติขนาด 2, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (auto pipette, Gilson) 
27. กลองรักษาความช้ืน (moist chamber)  
28. ผากอส (Zhende)  

 
สารเคมีและน้ํายาท่ีใชในการวิจัย 

1. Acetone (Merck) 
2. Albumun from bovine serum Cohn AnalogTM,  98% (agarose gel 

electrophoresis), powder, cell culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number A1470) 
3. Anti CD 34, mouse anti human (Biogenex, cat. no. MU236UC) 
4. Anti cytokeratin AE1/AE3 (Biogenex, cat. no. MU071UC) 
5. APO-BrdUTM TUNEL assay kit (Invitrogen corporation, cat. no. A35126) 
6. Biotin block system (ready to use) (DAKO) 
7. Biotinylated-lycopersicon esculentum (tomato) lectin (Vector, cat. no. B-1175) 
8. Chloroform (Merck) 
9. Collagen I, rat tail, for cell culture (Gibco, cat. no. A10483-01) 
10. CytoTox 96® non-radioactive cytotoxicity assay kit (Promega corporation, cat. 

no. G1780) 
11. Cytology formulation consul-mounting, xylene base (Thermo Shandon) 
12. DAB (3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride, anhydrous) (Sigma, product no. 

D5637) 
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13. Dexamethasone-water soluble, cell culture tested (SIGMA-ALDRICH, product 

number D2915) 
14. Diethyl pyrocarbonate (DEPC) (O(CO2C2H5)2) (SIGMA-ALDRICH, product 

number 159220) 
15. Diluent (ready to use) (DAKO) 
16. Dulbecco's modified eagle medium with 4,500 mg/L glucose and L-glutamin, 

without sodium bicarbonate, powder, cell culture tested (DMEM) (SIGMA-ALDRICH, 
product number D5648) 

17. Dimethyl sulfoxide,  99.7%, Hybri-MAXTM, sterile filtered, hybridoma tested 
(DMSO) (SIGMA-ALDRICH, product number D2650) 

18. Envision ™ (ready to use) (DAKO, Carpinteria, CA)  
19. Eosin solution (ready to use) (C.V. laboratories co., ltd) 
20. Ethanol 99.9% (Merck) 
21. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate, approx. 99% titration 

(EDTA) (SIGMA-ALDRICH, product number ED2SS) 
22. Formaldehyde solution, min. 37% (Merck, cat. no. 1.03003.2500) 
23. Giemsa’s azure eosin methylene blue for microscope (ready to use) (Merck, cat. 

no. 1.09204) 
24. Glacial acetic acid (Merck) 
25. GLUTAMAXTM I (100X) (L-glutamine) (Invitrogen corporation, cat. no. 35050-061) 
26. HEPES,  99.5% (titration) (SIGMA-ALDRICH, product number H3375) 
27. Holo-transferrin human, powder, cell culture tested (transferring) (SIGMA-

ALDRICH, product number T0665) 
28. Hydrochloric acid, ACS reagent, 37% (HCl) (SIGMA-ALDRICH, product number 

320331) 
29. Hydrocortisone, cell culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number H0888) 
30. Hydrogen peroxide (H2O2) (SIGMA-ALDRICH, product number 31642) 
31. Imidazole, ACS reagent,  99% (titration) (SIGMA-ALDRICH, product number 

I2399) 
32. Insulin, lyophilized powder,  25 USP units/mg, -irradiated, cell culture tested 

(SIGMA-ALDRICH, product number  I1882) 
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33. 3-isobutyl-1-methylxanthine,  99% (HPLC), powder (IBMX) (SIGMA-

ALDRICH, product number I5879) 
34. Mayer’s haematoxylin (ready to use) (C.V. laboratories co., ltd) 
35. Monoclonal mouse anti-human smooth muscle actin, clone 1A4 (DAKO, code 

M0851) 
36. M199 with hanks' salts and L-glutamine without odium bicarbonate, powder, cell 

culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number M0393) 
37. Normal horse serum (NHS) (ready to use) (Pan Biotech GmSH)  
38. Oil red O (Fluka, product number 75087) 
39. PARAPLAST* tissue embedding medium (McCormickTM scientific) 
40. Pentobabital 5.47% (CEVA SANTE ANIMALE) 
41. Potassium chloride, SigmaUltra,  99.0% (KCl) (SIGMA-ALDRICH, product 

number P9333) 
42. Potassium phosphate monobasic, powder, ≥ 99.0%, cell culture tested, insect 

cell culture tested (SIGMA-ALDRICH, product number P5655) 
43. Secondary antibody (ready to use) (visualization reagent :- envision system, 

DAKO) 
44. Sodium bicarbonate, plant cell culture tested (NaHCO3) (SIGMA-ALDRICH, 

product number S4772) 
45. Sodium chloride, 95% (NaCl) (Merck, cat. no. 1.06404.1000) 
46. Sodium hydroxide, bead, 20-40 mesh (NaOH) (SIGMA-ALDRICH, product 

number S0399) 
47. Sodium phosphate dibasic, SigmaUltra,  99% (Na2HPO4) (SIGMA-ALDRICH, 

product number S9638) 
48. Sodium phosphate monobasic monohydrate, ACS reagent, 98.0-102.0% 

(NaH2PO4·H2O) (SIGMA-ALDRICH, product number S9638) 
49. Streptavidin-HRP conjugates (streptavidin peroxidase (ready to use), lab vision 

and neomarkers lab vision products Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA) (ready to 
use) 

50. Sterile water (ready to use) 
51. TGF-1 immunoassay (R&D systems, cat. no. DB100B) 
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52. Transcriptor first strand cDNA synthesis kit for RT-PCR (Roche, cat. no. 

04379012001) 
53. Trisma base, primary standard and buffer,  99.9% (titration), crystalline 

(SIGMA-ALDRICH, product number T1503) 
54. Triton® x-100 (SIGMA-ALDRICH, product number T9284) 
55. TRIzol® Reagent (Invitrogen corporation, cat. no. 15596-018)  
56. Trypsin from porcine pancreas, lyophilized powder, Type II-S, ≤ 10 BTEE 

units/mg protein (chymotrypsin) (SIGMA-ALDRICH, product number T7409) 
57. VEGF (A-20), rabbit polyclonal IgG (SANTA CRUZ, cat. no. SC-152) 
58. VEGF immunoassay (R&D systems, cat. no. QVE00B) 
59. Xylene (Merck) 

 
1. การเพาะเลี้ยงเซลล 

1.1 เทคนิคการเลีย้ง mesothelial cells 
1) ขั้นตอนการเลี้ยง 

A. คีบช้ินเนื้อที่ไดมาใสลงไปในถวย 
B. เลาะพังผืดและเสนเลือดออกจากชิน้เนื้อจากคนไข  
 

 
 

รูปท่ี 46. แสดงการเลาะพังผืดและเสนเลือดออกจากชิ้นเนื้อ 
 

C. ตัดแบงเนื้อเปนชิ้นละ 6 ตารางเซนติเมตร 
D. ลางชิน้เนื้อดวย phosphate-buffered saline (PBS) จนกวาน้ําจะใส  
E. คีบช้ินเนื้อประมาณ 2-3 ชิ้นใสลงไปใน centrifuge tube  
F. เท digestion solution ลงไปประมาณ 25 มิลลิลิตร 
G. เอาไป incubate ใน shaker water bath ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 20 นาที  
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รูปท่ี 47. แสดงการ incubate ชิ้นเนื้อใน shaker water bath  
 

H. พอครบ 20 นาที ก็เอาไปปนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 1,200 rpm 
อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 5 นาที 

 

 
 

รูปท่ี 48. แสดงการปนชิ้นเนื้อ 
 

I. พอครบ 5 นาที กเ็อาที่คีบ (forcept) มาคีบช้ินเนื้อที่ลอยอยูดานบนออกจาก 
centrifuge tube เบา ๆ 
 

 
 

รูปท่ี 49. แสดงการคีบช้ินเนื้อออกจาก centrifuge tube 
 

J. ลางเซลลที่อยูที่กน centrifuge tube ดวย PBS ประมาณ 50 มิลลิลิตร 
K. เอาไปปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 1,200 rpm อุณหภูม ิ4oC เปนเวลา 5 นาท ี
L. เทสวนบนทิง้ 
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รูปท่ี 50. แสดงการเทสวนบนทิง้ 
 

M. ใสอาหารเล้ียงเซลลประมาณ 4 มิลลิลิตร เพื่อทําการลางเซลลอีกคร้ังหนึง่ 
N. เอาไปปนที่ความเร็วรอบ 1,200 rpm อุณหภูม ิ4oC เปนเวลา 5 นาท ี
O. เทสวนบนทิง้ 
P. ใสอาหารเล้ียงเซลลประมาณ 6 มิลลิลิตร ลงไปใน centrifuge tube 
Q. ผสมเซลลใหเขากันดี แลวดูดใสลงไปใน culture dish 2 อัน (อันละ 3 มิลลิลิตร)  
 

 
 

รูปท่ี 51. แสดงการดูดเซลลใสลงไปใน culture dish 
 

R. เล้ียงเซลลใน 5%CO2, 37oC incubator 
S. เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลออกคร่ึงหนึ่ง หลังจากเล้ียงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
T. เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุก 3 วัน 
U. พอโตประมาณ 90% ใหทาํการ passage cell ในอัตรา 1:3 โดยมีข้ันตอนการทาํ

ดังตอไปนี้ 
a) ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจาก culture dish ที่มีความหนาแนนของเซลล

ประมาณ 90% 
b) ลางอาหารเล้ียงเซลลสวนเกิน โดยการใส PBS ลงไปใน culture dish 

เล็กนอย 
c) ดูด PBS ออกใหหมด 
d) ใส trypsin-EDTA solution 1 ลงไปใน culture dish ประมาณ 2 มิลลิลิตร 
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e) แกวง culture dish ประมาณ 1 นาท ี
f) ดูด trypsin-EDTA solution 1 ออกจาก culture dish (ใหเหลือติดกน

เล็กนอย)  
g) เอาไป incubate ใน 5%CO2, 37oC incubator เปนเวลาประมาณ 8-10 นาที  
h) ถายังหลุดออกมาไมหมด ใหเคาะดานขางและดานลางของ culture dish เบา ๆ 
i) ถาเซลลหลุดออกหมดแลว ก็ใหใสอาหารเลี้ยงเซลลลงไปใน culture dish 

ประมาณ 9 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาการยอยของ trypsin-EDTA solution 1 
j) ดูดทั้งหมดมาใสใน centrifuge tube  
k) เอาไปปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 1,200 rpm อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 5 นาท ี 
l) พอครบ 5 นาที ก็ใหเอา centrifuge tube มาเทน้ําสวนบนทิง้ไป  
m) ใสอาหารเล้ียงเซลลลงไปใน centrifuge tube ประมาณ 9 มิลลิลิตร 
n) ผสมเซลลใหเขากันดี แลวดูดใสลงไปใน culture dish 3 อัน (อันละ 3 

มิลลิลิตร) 
 

   
 
 

รูปท่ี 52. แสดงลักษณะของ mesothelial cells ที่ระยะเวลาตาง ๆ 
 
2) การเตรยีมน้าํยา 

A. อาหารเล้ียงเซลล 
Fetal bovine serum (FBS)     10 % (v/v) 
Penicillin       50  u/ml  
Streptomycin       50  g/ml 
Insulin        0.1  g/ml  
Transferrin       5  g/ml  
Hydrocortisone      0.4  g/ml  
L-glutamine       5 mM 
ใน M199 

วันที่ 1 วันที่ 7 ความหนาแนน 90% 
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B. PBS 

Sodium chloride     0.137  M  
Potassium chloride     2.7  mM  
Potassium dihydrogen phosphate    1.4  mM 
Disodium hydrogen phosphate    0.01  M 
ในน้าํกล่ัน 

C. Trypsin-EDTA solution 1 
Trypsin       0.125 % (w/v) 
EDTA        0.53  mM 
ใน PBS 

 
1.2 เทคนิคการเลี้ยง pre-adipocyte (3T3-L1) และการ differentiate ไปเปน adipocytes 

1) ขั้นตอนการเลี้ยง 
A. เพาะเลี้ยงเซลล 3T3-L1 ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิดท่ี 3 (media 3) จนมีความ

หนาแนนของเซลลประมาณ 60-80% ก็ใหทําการ passage เซลลในอัตราสวน 1:4 โดยมีข้ันตอน
การทําดังตอไปนี้ 

 

        
 

รูปท่ี 53. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่มคีวามหนาแนนของเซลล 60-80% 
 

B. ดูดอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 3 ออกจากภาชนะเล้ียงเซลล 
C. ลางอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 3 สวนเกิน โดยการใส PBS ลงไปในภาชนะเล้ียง

เซลลเล็กนอย 
D. ดูด PBS ออกใหหมด 
E. ใส trypsin-EDTA solution 2 ลงไปในภาชนะเล้ียงเซลลประมาณ 2 มิลลิลิตร 
F. แกวงภาชนะเล้ียงเซลลประมาณ 10 วินาท ี
G. เอาภาชนะเล้ียงเซลลไปสองดูดวยกลองจลุทรรศน (microscope)  
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H. ถาเซลลหลุดออกหมดแลว ก็ใหใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 3 ลงไปในภาชนะ

เล้ียงเซลลประมาณ 4 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาการยอยของ trypsin-EDTA solution 2 
I. ดูดทั้งหมดมาใสใน centrifuge tube  
J. เอาไปปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 1,500 rpm อุณหภูม ิ25oC เปนเวลา 5 นาท ี 
K. พอครบ 5 นาที ก็ใหเอา centrifuge tube มาเทน้ําสวนบนทิง้ไป  
L. ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 3 ลงไปใน centrifuge tube ประมาณ 16 มิลลิลิตร  
M. ผสมเซลลใหเขากันดี แลวดูดใสลงไปในภาชนะเล้ียงเซลล 4 อัน (อันละ 4 

มิลลิลิตร)  
2) ขั้นตอนการ differentiate 

A. เล้ียงเซลลในภาชนะเล้ียงเซลลชนิด 6 หลุม (6-well plate) ใหมีความหนาแนน
ของเซลลประมาณ 80-100%  

 

 
 

รูปท่ี 54. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่มคีวามหนาแนนของเซลล 80-100% 
 

B. ดูดอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 3 ออกใหหมด 
C. ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 1 (media 1) ลงไปในภาชนะเลี้ยงเซลล (เร่ิมทําการ 

differentiate) (นับเปน วันที่ 0) 
 

 
 

รูปท่ี 55. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่เร่ิมทําการ differentiate 
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D. วันที่ 2 ใหทาํการดูดอาหารเลี้ยงเซลลชนิดที่ 1 ออกใหหมด 
E. ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 1 อันใหมลงไปในภาชนะเล้ียงเซลล (นับเปน วันที่ 2) 

 

 
 

รูปท่ี 56. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่ทาํการ differentiate เปนวนัที ่2 
 

F. วันที่ 4 ใหทาํการดูดอาหารเลี้ยงเซลลชนิดที่ 1 ออกใหหมด 
G. ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดท่ี 2 (media 2) ลงไปในภาชนะเล้ียงเซลล (นับเปน วันท่ี 4) 
 

 
 

รูปท่ี 57. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่ทาํการ differentiate เปนวนัที ่4 
 

H. วันที่ 6 ใหทาํการดูดอาหารเลี้ยงเซลลชนิดที่ 2 ออกใหหมด 
I. ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดที ่3 ลงไปในภาชนะเล้ียงเซลล (นับเปน วนัที่ 6) 
 

 
 

รูปท่ี 58. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่ทาํการ differentiate เปนวนัที ่6 
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J. เร่ิมทําการทดลองไดในวนัที ่10  
 

 
 

รูปท่ี 59. แสดงลักษณะของ 3T3-L1 ที่ทาํการ differentiate เปนวนัที ่10 
 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. อาหารเล้ียงเซลลชนิดที ่1 (media 1) 

FBS        10 % (v/v)  
Insulin        5  g/ml  
Dexamethasone      0.25  M  
IBMX        0.5  mM 
ใน DMEM 

B. อาหารเล้ียงเซลลชนิดที ่2 (media 2) 
FBS        10 % (v/v) 
Insulin        5  g/ml  
ใน DMEM 

C. อาหารเล้ียงเซลลชนิดที ่3 (media 3) 
FBS        10 % (v/v) 
ใน DMEM 

D. Trypsin-EDTA solution 2 
Trypsin       0.25 % (w/v) 
EDTA        0.53  mM 
ใน PBS 
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1.3 การใสสารในเซลลของแตละกลุม 

1) ขั้นตอนการทดลอง 
A. ดูดอาหารเล้ียงเซลลออกใหหมด 
B. ลางอาหารเล้ียงเซลลสวนเกิน โดยการใส PBS ลงไปในภาชนะเล้ียงเซลลชนิด 

6 หลุมเล็กนอย  
C. ดูด PBS ออกใหหมด 
D. ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดท่ี 4 (media 4) สําหรับ mesothelial cells และอาหาร

เล้ียงเซลลชนิดที่ 5 (media 5) สําหรับ adipocytes ลงไปเพื่อกําจัด FBS ออกใหหมด 
E. Incubate เซลลใน 5%CO2, 37oC incubator เปนเวลา 8-12 ชั่วโมง 
F. ดูดอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 4 ออกใหหมด 
G. ลางอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 4 สวนเกิน โดยการใส PBS ลงไปในภาชนะเล้ียง

เซลลชนิด 6 หลุมเล็กนอย 
H. ดูด PBS ออกใหหมด 
I. ใสสารดังตอไปนี ้

a) หลุมควบคุม (control) ใสอาหารเล้ียงเซลลชนิดที่ 4 
b) หลุม PDF ใส 4%albumin in 1.36% G commercial PDF 
c) หลุม PDF+PGZ ใส 4%albumin in 1.36% G commercial PDF + 

pioglitazone ที่ความเขมขน 0.1 M 
J. Incubate เซลลที่ใสสารแลวใน 5%CO2, 37oC incubator เปนเวลา 16-18 

ชั่วโมง 
2) การเตรยีมน้าํยา 

A. อาหารเล้ียงเซลลชนิดที ่4  
 Albumin       4 % (w/v) 
 ใน M199 

B. อาหารเล้ียงเซลลชนิดที ่5 
 Albumin       4 % (w/v) 
 ใน DMEM 

C. 4%albumin in 1.36% G commercial PDF 
 Albumin       4 % (w/v) 
 ใน 1.36% G commercial PDF 
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D. 4%albumin in 1.36% G commercial PDF + pioglitazone 0.1 M 

Albumin       4 % (w/v) 
Pioglitazone       0.1  M 
ใน 1.36% G commercial PDF 

 
2. การยืนยนัชนิดของเซลลเพาะเลีย้ง 

2.1 การยอม mesothelial cells ดวยแอนติบอดีตอ cytokeratin 
1) ขั้นตอนการยอม 

A. ดูดสารทั้งหมดออกจากภาชนะเล้ียงเซลล (เล้ียงเซลลบน cover slip)  
B. ลางดวย PBS 1 รอบ 
C. ดูด PBS ออกใหหมด 
D. คีบ cover slip มาวางผึ่งบน moist chamber 
E. หยด acetone ที่เย็นลงไปบน cover slip 
F. ทําการ incubate ที่อุณหภูมิ -20oC เปนเวลา 10 นาที 
G. สะบัด acetone ออกจาก cover slip 
H. ลาง cover slip ดวย PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
I. หยด diluent ลงบน cover slip  
J. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 
K. สะบัด cover slip 
L. หยด anti cytokeratin AE1/AE3 (dilution 1:100) ลงบน cover slip  
M. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
N. ลาง cover slip ดวย PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
O. สะบัด cover slip 
P. หยด secondary antibody (โดยใช visualization reagent :- envision system) 

ลงบน cover slip 
Q. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
R. ลาง cover slip ดวย PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
S. หยด DAB (3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride, anhydrous) ลงบน 

cover slip 
T. Incubate เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
U. ลาง cover slip ดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
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V. Counterstained สไลดดวยสี Mayer’s haematoxylin  
W. Mounting cover slip ดวย cytology formulation consul-mounting, xylene 

base  
X. ปด cover slip ลงบนสไลด 

2) ผลการยอม 
ผลบวก  ติดสีน้ําตาล 
ผลลบ    ติดสีน้ําเงิน 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. 30X PBS, pH 6.2 

NaCl        526  g 
NaH2PO4•H2O       82.8  g 
น้ํากล่ัน       1,625  ml 
5N NaOH       120  ml 

B. PBS-T 
30X PBS, pH 6.2     35  ml  
น้ํากล่ัน       1,015  ml 
Triton X-100         100  l 
Normal horse serum (NHS)    1  ml 

C. Tis-HCl buffer, pH 7.4 
Sock A        2.5  ml 
stock B        2.07  ml 
น้ํากล่ัน       5.43 ml 
โดย 

Stock A: 2.42 g Trisma base ใน 100 ml water 
Stock B: 1.7 ml HCl เขมขน ใน 100 ml water 

D. DAB 50 mg/ml 
DAB        50  mg 
น้ํากล่ัน       1 ml 
แบงใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 100 l (or 5 mg) 
เก็บที ่-20oC 
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E. 1M Imidazole 

Immidazole       68.08  g 
น้ํากล่ัน       1,000  ml 

F. การเตรียม DAB tris-HCl buffer, pH 7.4 
Tris-HCl buffer, pH7.4      10  ml 
30X H2O2       10  l 
DAB        100  l  
1M Imidazole       100  l 

G. Diluent (ready to use) 
H. Cytology formulation consul-mounting, xylene base (ready to use) 
I. Secondary antibody (ready to use) 
J. Mayer’s haematoxylin (ready to use) 

 
2.2 การยอม mature adipocytes ดวย oil red O 

1) ขั้นตอนการยอม 
A. ดูดสารตาง ๆ ออกจากภาชนะเล้ียงเซลล 
B. ลางเซลลดวย PBS 
C. เคาะใหแหง 
D. หยด 70% ethanol ลงไปกล้ัว ๆ 
E. เททิง้ 
F. หยด oil red O ลงไปใหทวมเซลล 
G. Incubate 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
H. เท oil red O ออก 
I. หยด 70% ethanol ลงไปเพือ่ลางสีออก 
J. กล้ัว ๆ แลวรีบเทออก 
K. ใสน้ําลงไป 2-3 คร้ัง เพื่อลาง 70% ethanol  
L. หยด Mayer’s haematoxylin ลงไปในเซลล 
M. เขยาใหทั่ว ๆ  
N. เททิง้ 
O. ลางสีดวยน้าํ (ลางจนกวาจะไมมีสีออกมา) 
P. หยด lithium carbonate solution ลงไปในเซลล 
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Q. เขยาใหทั่ว ๆ  
R. เททิง้ 
S. ลางดวยน้าํ 2-3 คร้ัง 
T. ผ่ึงใหแหง 

2) ผลการยอม 
Fat droplet ติดสีแดงออกน้าํตาลภายในเซลล 
นิวเคลียส   ติดสีฟาอมมวง 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. Oil red O 

Oil red O       1  g 
70% Ethanol      50  ml 
Acetone      50  ml 
กวนจนกวาสีจะละลายไดมากที่สุด (อาจจะละลายไมหมด) 
กรองผานกระดาษกรอง Whatman no.2 

B. Lithium carbonate solutions 
 Lithium carbonate     1.54 g 

  เติมน้ํากล่ันจนไดสารละลายอ่ิมตัว 
  ดูดเอาเฉพาะสวนใสดานบนมาใช  

C. 70% Ethanol 
95% Ethanol      70 ml 
น้ํากล่ัน       25 ml 

 
3. การศึกษา cell death และ cytotoxicity 

3.1 เทคนิคการยอมเซลลดวย PI 
1) ขั้นตอนการทํา 

A. ดูดสารทั้งหมดออกจากภาชนะเล้ียงเซลล 
B. ลางเซลลดวย PBS 1 รอบ 
C. ดูด PBS ออกใหหมด 
D. ดูด PI ใสลงไปในเซลล แคพอทวมเซลล 
E. ทําการ incubate เซลล ไวทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ีในที่มืด 

2) ผลการยอม 
เซลลที่ตาย    ติดสีแดง 
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เซลลที่เปน    ไมติดสี 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. PI (ready to use) 

 
3.2 เทคนิคการยอมเซลลดวย APO-BrdUTM TUNEL assay kit 

1) ขั้นตอนการทํา 
A. ดูดสารทั้งหมดออกจากภาชนะเล้ียงเซลล 
B. ลางเซลลดวย PBS 1 รอบ 
C. ดูด PBS ออกใหหมด 
D. ดูด 10% formalin in PBS ใสลงไปในเซลล เพื่อทําการคงสภาพเซลลไว 
E. ทําการ incubate เซลล ไวทีอุ่ณหภูมิ 4oC เปนเวลา 15 นาท ี
F. ดูด formalin ออกใหหมด 
G. ลางเซลลดวย PBS 1 รอบ 
H. ดูด PBS ออกใหหมด 
I. ดูด 70% ethanol ที่เยน็ ใสลงไปในเซลล 
J. ทําการ incubate เซลล ไวทีอุ่ณหภูมิ 4oC เปนเวลา 30 นาท ี
K. ดูด 70% ethanol ออกใหหมด 
L. ลางเซลลดวย wash buffer 1 รอบ 
M. ดูด wash buffer ออกใหหมด 
N. ดูด DNA-labeling solution ใสลงไปในเซลล แคพอทวมเซลล 
O. ทําการ incubate เซลล ไวทีอุ่ณหภูมิ 37oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
P. ลางเซลลดวย rinse buffer 1 รอบ 
Q. ดูด rinse buffer ออกใหหมด 
R. ดูด antibody solution ใสลงไปในเซลล แคพอทวมเซลล 
S. ทําการ incubate เซลล ไวทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ีในที่มืด 
T. ดูด PI/RNase A staining buffer ใสลงไปในเซลล แคพอทวมเซลล 
U. ทําการ incubate เซลล ไวทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ีในที่มืด 

2) ผลการยอม 
เซลลที่เกิด apoptosis   ติดสีเขียว 
เซลลทั้งหมด      ติดสีแดง 
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3) การเตรยีมน้าํยา 

A. DNA-labeling solution 
 Reaction buffer (จากชุด kit)    10 l 
 Terminal deoxynucleotidyl transferase (จากชุด kit) 0.75 l 
 5-Bromo-2’-deoxyuridine 5’-triphosphate (จากชุด kit) 8 l 
 น้ํากล่ัน       31.25 l 
B. Antibody solution 
 Anti-BrdU mouse monoclonal antibody PRB-1, alexa fluor 488 conjugate 

(จากชุด kit)       5 l 
 Rinse buffer (จากชุด kit)    95 l 
C. 10% Formalin in PBS 

Formaldehyde solution        100  ml 
PBS        900  ml 

D. Wash buffer (จากชุด kit) 
 

3.3 เทคนิคการตรวจวัดปริมาณ LDH โดยใช CytoTox 96® non-radioactive 
cytotoxicity assay kit 

1) ขั้นตอนการทํา 
A. ดูดสารทั้งหมดออกจากภาชนะเล้ียงเซลล 
B. ดูด lysis solution (10X) ใสลงไปในภาชนะเล้ียงเซลล 
C. ทําการ incubate เซลล ไวใน 5%CO2, 37oC incubator เปนเวลา 45 นาท ี
D. ดูดเซลลที่ lyse แลวไปใสในหลอดขนาด 1.5 ml 
E. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 5 นาท ี
F. ดูดเฉพาะสวนใสใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l 
G. ดูด reconstituted substrate mix ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l 
H. ทําการ incubate ตัวอยาง ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที ในทีม่ดื 
I. ดูด stop solution  ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l 
J. เคาะ 96-well plate เบาๆ เพื่อใหสารผสมกันดี 
K. นํา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโคเพลท ที่ 490 nm 

2) การเตรยีมน้าํยา 
A. Reconstituted substrate mix 

Assay buffer (จากชุด kit)    12 ml 
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Substrate mix (จากชุด kit)    1 ขวด 

B. Lysis solution (10X) (จากชุด kit) 
C. Stop solution (จากชุด kit) 

 
4. การศึกษาการเรียงตัวของ mesothelial cells บนชิน้เนื้อ โดยวธิี liver imprint 

1) ขั้นตอนการทํา 
A. เอาตับของหนทูี่ตัดไดมาวางแนบลงบนสไลด 
B. ผ่ึงสไลดใหแหงที่อุณหภูมิหอง  
C. หยดสี giemsa ลงบนสไลด ต้ังทิง้ไว 5 นาท ี
D. ลางสไลดดวยน้ํากล่ัน 
E. ผ่ึงสไลดใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

2) ผลการยอม 
นิวเคลียสและไซโตพลาสซึมของทุกเซลล ติดสีมวง-น้ําเงิน 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. Giemsa (ready to use) 

 
5. การศึกษาความหนาของ submesothelial  

1) หลักการการเตรียมตัวอยางชิ้นเน้ือเพื่อศึกษาทางพยาธิวิทยาและอิมมูโน
พยาธิวิทยา 

โดยมีข้ันตอนทั้งหมดดังนี ้
A. การคงสภาพ (fixation) 

เปนการรักษาสภาพของเซลลและเนื้อเยื่อตาง ๆ รวมท้ังรักษาสภาพของ
แอนติเจนที่ตองการตรวจหาใหอยูในสภาพเดิม หรือหลีกเล่ียงการทําลายตอ antigen 
determinant หรือ epitope  (ตําแหนงยอย ๆ บนแอนติเจนที่สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่
จําเพาะ) ทั้งนี้ข้ึนอยูกับคุณสมบัติของแอนติเจนนั้น ๆ บางชนิดอาจทนกับ fixative ชนิดหนึ่ง แต
อาจจะไมทนตอชนิดอ่ืน ๆ หรือแอนติเจนหลาย ๆ ตัวอาจถูกทําลายโดย fixative ทุกชนิด เมื่อ
ตองการศึกษาทางอิมมูโนฮีสโตเคมีจะตองยอมจาก cryosections อีกทั้งเนื้อเยื่อที่ไมได fix 
แอนติเจนอาจจะหายไป หรือแพรกระจายไปยังเนื้อเยื่อขางเคียง หรือเนื้อเยื่อที่ fix นานเกินไป
อาจจะเกิด cross-linking ทําใหแอนติเจนถูกปดบัง (masking) หรืออาจถูกทําลายเปนบางสวน 
ทั้งนี้ข้ึนอยูกับชนิดของ fixative และระยะเวลาการ fix สภาวะที่เหมาะสมก็คือชิ้นเนื้อที่บางและ
เวลา fix ที่ส้ัน  ดังนั้น การ fix นานเกินไปทําใหแอนติเจนถูกปดบัง และรบกวนผลการยอมได 
ปจจุบันยังไมมี fixative ชนิดใดที่เหมาะสําหรับแอนติเจนทุกชนิด  



 96
10% formalin หรือ 10% neutral buffer formalin เปน  fixative ซึ่งใชกัน

แพรหลาย ระยะเวลาในการ fix เนื้อเยื่อโดยสมบูรณจะประมาณ 18-24 ชั่วโมง fixative ขนาดของ
ชิ้นเนื้อที่เหมาะสมคือ 10x10x3 ลูกบาศกมิลลิเมตร  

B. การลาง (washing) 
C. การขจัดน้ํา (dehydration) 
D. การขจัดแอลกอฮอลและทําใหเนื้อเยื่อใส (clearing) 
E. การแทรกซึม (infiltration) 
ซึ่งกระบวนการดังที่กลาวมาแลว ดังขอ 1 ถึง 5 นั้น ไดใชเคร่ือง tissue processor ดัง

รูปที่ 60 
 

 
 

รูปท่ี 60. แสดงเคร่ืองมือทีใ่ชในการเตรียมเนื้อเยื่อ (tissue processor) 
 

F. การฝงเนื้อเยื่อ (embedding) 
 

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 61. แสดงการฝงเนื้อเยื่อ 
 

G. Sectioning of tissue  
ตัด paraffin section ดวยเคร่ือง microtome หนา 3 ไมโครเมตร ลอยในอางน้ํา

อุณหภูมิประมาณ 43 องศาเซลเซียส ใชสไลดเคลือบดวย 3-aminopropyl triethoxysilane หรือ 
สไลดที่เคลือบประจุบวก (plus slide) เพื่อปองกันช้ินเนื้อหลุด รอให section แหงสนิท นําเขาตูอบ 
อุณหภูมิ 56oC ทิ้งไวขามคืน 
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รูปท่ี 62. แสดงการตัด paraffin section ดวยเคร่ือง microtome 
 

H. Deparaffinization and rehydration 
คือการลาง paraffin ที่เคลือบ section ดวย xylene ผานไปยัง alcohol จาก

เปอรเซ็นตสูงไปตํ่าแลวแชในน้ํากล่ัน ไมควรปลอยใหสไลดแหง 
หากมีความจําเปน สามารถเก็บ tissue slides ที่ rehydrated แลว ที่ 2-8 องศา

เซลเซียส ใน buffer ไดนานถึง 18 ชั่วโมง โดยกอนใชใหนํามาวางที่อุณหภูมิหอง 20-25 องศา
เซลเซียส กอนการยอมตอไป โดยไมรบกวนผลการยอม 

I. Blocking endogenous enzyme 
เอ็นไซมที่มีอยูใน section จะทําใหเกิดการติดสีที่ไมจําเพาะ คือไมไดเกิดจากการ

จับกันระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี  ตองยับยั้งกอนทุกคร้ัง มิฉะนั้น จะทําใหเกิดผลบวก
ผิดพลาด หรือ background staining เอ็นไซมสวนใหญพบในเม็ดเลือดขาว เม็ดเลือดแดง และ
เซลลตับ ซึ่งสามารถยับยั้งไดโดยใช substrate ของมันคือ 3% hydrogen peroxide ในน้ํา 10 
นาที  

J. การคืนสภาพแอนติเจน (antigen retrieval technique)  
เปนการคืนสภาพแอนติเจนหรือเพิ่มความเปนแอนติเจนของเนื้อเยื่อตาง ๆ 

เนื้อเยื่อซึ่ง fix ดวย formalin ซึ่งเปน cross-linking fixative จะทําใหเกิดการจับตัวกัน (bridging) 
ระหวางamino acid ภายในโมเลกุลเดียวกันและจับตัวกับโมเลกุลที่อยูขางเคียง ขบวนการนี้เปน
สาเหตุที่สําคัญที่เช่ือวาเปนตัวการในการ block ไมให antibody  เขาไปจับตัวกับ antigen 
determinant (epitope) ได ขบวนการนี้เรียกวา masking of antigen ในการทําอิมมูโนฮีสโตเคมี 
(immunohistochemistry; IHC) จึงจําเปนที่จะตองแกปญหาที่เกิดข้ึนนี้ โดยการทํา epitope 
retrieval ซึ่งเปนวิธีการหนึ่งที่ใชในการ de-masking protein ที่ antigenic determinant กอนที่จะ
นําเนื้อเยื่อนั้น ๆ มายอมโดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ซึ่งทําใหการยอมติดสีดีข้ึน    

วิธีการคืนสภาพแอนติเจน สามารถทําได หลายวิธี ไดแก   
a) โดยใชเอนไซม (enzymatic unmasking technique) โดยทั่วไปเอนไซมที่ใช

ไดแก proteinase K และ pepsin การใชเอ็นไซมจะชวยคืนสภาพของแอนติเจนหลายชนิด ทําให
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การยอมอิมมูโนฮีสโตเคมีติดสีดีขึ้น แตก็ไมสามารถใชไดดีกับแอนติเจนทุกชนิดได เพราะ
แอนติเจนบางชนิดไมสามารถคืนสภาพไดดวยการใชเอ็นไซมยอย โดยเฉพาะช้ินเนื้อที่ fix 
ฟอรมาลินเปนเวลานาน     

b) โดยวิธีการทางฟสิกส (physical methods) โดยท่ัวไปใชความรอน (heat 
induced antigen retrieval - technique) ซึ่งมีการนําความรอนจากแหลงตาง ๆ เชน ไมโครเวฟ 
หมออัดแรงดัน และอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  

c) ใชทั้งเอ็นไซมและความรอนรวมกัน สําหรับแอนติบอดีบางชนิด ซ่ึงเดิม
จําเปนตองใชกับช้ินเนื้อสดเทานั้น แตเม่ือนํามาใชรวมกับเทคนิคนี้ สามารถนําแอนติบอดีนั้นมาใช
กับพาราฟนบล็อกไดดวย 

การเลือกใชวิธีคืนสภาพแอนติเจน ข้ึนอยูกับชนิดของแอนติเจนและแอนติบอดีที่
ตองการศึกษา และ ข้ึนกับเคร่ืองมือที่มีใชในแตละหองปฏิบัติการ ไมวาจะเลือกใชวิธีใด ส่ิงที่สําคัญ
คือจะตองปรับเวลาที่ใชในการคืนสภาพ ชนิด และ dilution ของแอนติบอดีที่ใชใหเหมาะสม   

K.  การหยุดปฏิกิริยาของโปรตีนที่ไมจําเพาะ (blocking of nonspecific reaction) 
การจับกันอยางไมจําเพาะเกิดข้ึนไดจากปฏิกิริยา hydrophobic bonding 

ระหวางimmunoglobulin กับ tissue proteins ทําให primary antibody และบางสวนของ 
secondary antibody จับกับเนื้อเย่ือโดยตรง ไดดีพอ ๆ กับแอนติเจนเปาหมาย  แกไขโดย ใช 
blocking protein โดยใชซีร่ัมของสัตวชนิดเดียวกับที่ใชเตรียม secondary antibody หรือ 2-
5%bovine serum albumin (BSA) ปจจุบัน นิยมใช serum free protein block มากกวาการเติม 
immunoglobulins เขาไป 

L. Primary antibody 
มีทั้ง polyclonal และ monoclonal antibodie ความเขมขนของ primary 

antibody ที่ใชในงานข้ึนอยูกับปริมาณแอนติเจนและความไวของเทคนิคการยอมที่ใช ไมสามารถ
กําหนดใหเปนมาตรฐานตายตัวไปไดวาจะใช dilution เทาใด ตองทดสอบกับ positive control ซึ่ง
ควรเปน dilution สูงสุดที่ใหผลการยอมติดสีชัดเจน และ background นอยที่สุด หรือไมมีเลย 

M. Secondary antibody (linking antibody) 
linking antibody ตองมีคุณสมบัติท่ีจะจับกับ primary antibody และ 

enzyme immuno complex เปน peroxidase-conjugated antibody โดยเตรียมจากสัตวชนิด
เดียวกับที่ใชเตรียม primary antibody 

N. Substrate and chromogen 
substrate ที่ใชทําปฏิกิริยากับเอนไซมเพ่ือใหไดสีตาง ๆ โดย substrate 

สําหรับ peroxidase คือ hydrogen peroxide (H2O2)   
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โดย chromogen ที่ใชคือ 3, 3 diaminobenzidine tetrahydrochloride 

(DAB) ซึ่งให end product เปนสีน้ําตาล และมีคุณสมบัติไมละลายในนํ้า แอลกอฮอล และ 
xylene 

O. Counterstain 
เปนการยอมเนื้อเยื่อที่ไมติดสีจากปฏิกิริยา IHC เพื่อใหเนื้อเยื่อติดสี 

counterstain ทําใหเห็นโครงสรางเน้ือเย่ือชัดเจนและเปรียบเทียบกับสวนท่ีติดสีจากปฏิกิริยา 
IHC เพื่อใหเกิดความสะดวกในการตรวจวิเคราะห  

สี counterstain ที่ใช คือ Mayer’s hematoxylin 
P. Mounting media 

การเลือกใชขึ้นอยูกับชนิดของ chromogen โดยในท่ีน้ีใช cytology 
formulation consul-mounting, xylene base  

 
การแปลผลของวิธี immunocytochemistry คือ ดูสีของสารกอใหเกิดสีที่เกิดข้ึน ซึ่งเปน

การบงบอกวามีโปรตีนจําเพาะที่อยูในเซลล เปนผลบวก (positive staining) โดยสีที่เห็นอาจจะอยู
ในไซโตพลาสซึม นิวเคลียส หรือ เยื่อหุมเซลล  โดยอาจอยูเปนจุดรวม หรือ กระจายก็ได 

     
รูปท่ี 63. แสดงหลักการของวิธ ีimmunocytochemistry 
 
2) ขั้นตอนการทํา 

A. ตัดสวนของทั้ง parietal peritoneum และ visceral peritoneum มาคงสภาพช้ิน
เนื้อดวย 10% buffered neutral formalin solution ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 วัน  

B. นําช้ินเนื้อที่คงสภาพไว มาใสในตลับใสเนือ้เยื่อ 
C. นําตลับใสเนื้อเยื่อที่ไดไปใสลงในเคร่ืองมอืที่ใชในการเตรียมเนื้อเยื่อ 
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D. นําตลับใสเนื้อเยื่อที่ไดไปทําการผังเนื้อเยื่อ 
E. ตัด paraffin section ดวยเคร่ือง microtome ใสลงบนสไลด 
F. หลังจากตัดช้ินเนื้อลงสไลดแลว ใหทําการแทนที่พาราฟน (deparaffinize) ดวย

น้ํากล่ัน โดยการ 
a) จุมสไลดในโถ xylene จํานวน 3 โถ เปนเวลาท้ังหมด 10 นาท ี
b) จุมสไลดในโถ 95% ethanol เปนเวลา 20 วนิาที จาํนวน 3 โถ 
c) ผานสไลดในน้าํไหล (running water) เปนเวลา 2-3 นาท ี

G. แชสไลดในโถ Bouin’s fixative เปนเวลา 1 ชัว่โมง ที่อุณหภูมิ 56oC 
H. ต้ังสไลดทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาท ี
I. ลางสไลดดวยน้ํากล่ัน 
J. แชสไลดในโถ Mayer’s haematoxylin เปนเวลา 10 นาที แลวผานสไลดในน้ํา

ไหล เปนเวลา10 นาที 
K. ลางสไลดดวยน้ํากลั่น 
L. แชสไลดในโถ Biebrich Scarlet-acid fuchsin solution เปนเวลา 15 นาที 
M. ลางสไลดดวยน้ํากลั่น 
N. แชสไลดในโถ Phosphomolybdic-phosphotungstic acid solution เปนเวลา 

10 นาที แลวลางสไลดดวยน้ํากล่ัน 
O. Counterstained สไลดดวย aniline blue solution เปนเวลา 10 นาที แลวลาง

สไลดดวยน้ํากล่ัน 
P. แชสไลดในโถ acetic water solution 1 จุม 
Q. ลางสไลดดวยน้ํากลั่น 
R. เขากระบวนการดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrate) โดยการ 

a) จุมสไลดในโถ 95% alcohol โถที่ 1 จํานวน 10 จุม  
b) จุมสไลดในโถ 95% alcohol โถที่ 2 จํานวน 10 จุม  
c) จุมสไลดในโถ absolute alcohol โถที่ 1 จํานวน 10 จุม  
d) จุมสไลดในโถ absolute alcohol โถที่ 2 จํานวน 10 จุม  
e) จุมสไลดในโถ xylene โถที่ 1 จํานวน 30 จุม  
f) จุมสไลดในโถ xylene โถที่ 2 จํานวน 10 จุม 

S. Mounting สไลด ดวย cytology formulation consul-mounting, xylene base 
T. ปดกระจก (cover slip) ลงบนสไลด (mounting slides) 
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3) ผลการยอม 

นิวเคลียส                               ติดสีดํา 
Muscle, cytoplasm, keratin  ติดสีแดง 
Collagen, mucus                  ติดสีน้ําเงนิ 

4) การเตรยีมน้าํยา 
A. Bouin’s solution 

Saturated aqueous picric acid solution  75 ml 
Formaldehyde solution     25 ml 
Glacial acetic acid     5 ml 

B. Biebrich Scarlet-acid fuchsin solution 
1% Aqueous Biebrich Scarlet    90 ml 
1% Aqueous acid fuchsin    10 ml 
Glacial acetic acid     1 ml 

C. Phosphomolybdic-phosphotungstic acid solution 
Phosphomolybdic acid     5 g 
Phosphotungstic acid     5 g 
น้ํากล่ัน       200 ml 

D. Light green solution 
Light green      2 g 
น้ํากล่ัน       98 ml 
Glacial acetic acid     1 ml 
ตมน้ํากล่ันใหเดือด แลวใส light green ลงไปละลายใหหมด 
ต้ังทิง้ไวใหเย็น  
กรอง  
เติม glacial acetic acid 

E. Aniline blue solution 
Aniline blue      2.5 g 
Glacial acetic acid     2 ml 
น้ํากล่ัน       100 ml 

F. Acetic water solution 
Glacial acetic acid     1 ml 
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น้ํากล่ัน       100 ml 

G. 10% Buffered neutral formalin solution 
Formaldehyde solution        100  ml 
Sodium phosphate monobasic monohydrate 4.0  g 
Sodium phosphate dibasic    6.5  g 
น้ํากล่ัน        900  ml 

 
6. การศึกษา mesenteric vascular density 

6.1 การยอมชิ้นเนื้อดวยแอนติบอดีตอ CD 34 
1) ขั้นตอนการยอม 

A. ตัดสวนของ bowel มาคงสภาพช้ินเนื้อดวย 10% buffered neutral formalin 
solution ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 วนั  

B. นําช้ินเนื้อที่คงสภาพไว มาใสในตลับใสเนือ้เยื่อ 
C. นําตลับใสเนื้อเยื่อที่ไดไปใสลงในเคร่ืองมอืที่ใชในการเตรียมเนื้อเยื่อ 
D. นําตลับใสเนื้อเยื่อที่ไดไปทําการผังเนื้อเยื่อ 
E. ตัด paraffin section ดวยเคร่ือง microtome ใสลงบนสไลด 
F. หลังจากตัดชิ้นเนื้อลงสไลดแลว ใหทําการแทนท่ีพาราฟนดวยน้ํากล่ัน 
G. ทําการฟนฟูแอนติเจนโดยวิธี microwave method โดยการ 

a) นํา citrate buffer, pH 6.0 ปริมาตร 300 ml ใสลงในภาชนะ (jar) พลาสติกที่
สามารถใชกับเคร่ืองไมโครเวฟ 

b) เรียงสไลดในช้ัน (rack) จากนั้นแชลงในภาชนะ 
c) นําภาชนะใสในเครื่องไมโครเวฟ โดยใช hi-power เปนเวลา 3 นาท ีแลวปรับ

เปน power 30%  เปนเวลา 10 นาท ี  
d) นําภาชนะออกมา incubate ที่อุณหภูมหิอง  เปนเวลา 20 นาที  

H. หยด PBS-T ลงบนสไลด  
I. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
J. ทําการหยุดปฏิกิริยาของเอ็นไซมเปอรออกซิเดส โดยการหยด 3% H2O2 in water 

ลงบนสไลด 
K. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
L. ผานสไลดในน้าํไหล เปนเวลา 5 นาท ี
M. หยด PBS-T ลงบนสไลด  
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N. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
O. ทําการหยุดปฏิกิริยาของโปรตีนที่ไมจําเพาะ โดยการหยด 3% normal horse 

serum ลงบนสไลด ใหทวมบริเวณที่มีเนื้อ 
P. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี
A. สะบัดสไลด 
B. หยด anti CD 34 (dilution 1:50) ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
C. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
D. ลางสไลดโดยการแชสไลดในโถ PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
E. สะบัดสไลด 
F. หยด secondary antibody ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
G. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
H. ลางสไลดโดยการแชสไลดในโถ PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
I. หยด DAB ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
J. Incubate สไลดเปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
K. ผานสไลดในน้ําไหล เปนเวลา 5 นาที 
L. Counterstained สไลดดวยสี Mayer’s haematoxylin  
M. เขากระบวนการดึงน้ําออกจากเซลล  
N. Mounting สไลด ดวย cytology formulation consul-mounting, xylene base  
O. ปดกระจกลงบนสไลด 

2) ผลการยอม 
ผลบวก  ติดสีน้ําตาล 
ผลลบ    ติดสีน้ําเงิน 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. 2 M NaOH 

NaOH       8 g 
น้ํากล่ัน       100  ml 

B. 10 mM citrate buffer, pH 6.0 
Citric acid monohydrate     2.1  g 
น้ํากล่ัน       900  ml 
2 M NaOH       13.0  ml  

C. 3% H2O2 in water 
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30% H2O2      1 ml 
น้ํากล่ัน       9 ml 

D. 3% Normal horse serum 
100% Normal horse serum    0.27 ml 
PBS        8.73 ml 
 

6.2 การยอมชิ้นเนื้อดวย LE-lectin 
1) ขั้นตอนการยอม 

A. ตัดสวนของ bowel ของหนทูี่ทาํการ perfuse ดวย LE-lectin แลว มาคงสภาพช้ิน
เนื้อดวย methyl Carnoy’s solution ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 ชั่วโมง 

B. นําช้ินเนื้อที่คงสภาพไว มาใสในตลับใสเนือ้เยื่อ 
C. นําตลับใสเนื้อเยื่อที่ไดไปใสลงในเคร่ืองมือที่ใชในการเตรียมเนื้อเยื่อ (โดยไมผาน 

formalin) 
D. นําตลับใสเนื้อเยื่อที่ไดไปทําการฝงเนื้อเยื่อ 
E. หลังจากตัดชิน้เนื้อลงสไลดแลว ใหทําการแทนท่ีพาราฟนดวยน้าํกล่ัน 
F. ทําการฟนฟูแอนติเจนโดยวิธี microwave method  
G. หยด PBS-T ลงบนสไลด  
H. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
I. ทําการหยุดปฏิกริิยาของเอ็นไซมเปอรออกซิเดส โดยการหยด 3% H2O2 in water 

ลงบนสไลด 
J. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
K. ผานสไลดในน้าํไหล เปนเวลา 5 นาท ี
L. หยด PBS-T ลงบนสไลด  
M. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
N. ทําการหยุดปฏิกิริยาของโปรตีนที่ไมจําเพาะ โดยการหยด 3% normal horse 

serum ลงบนสไลด ใหทวมบริเวณที่มีเนื้อ 
O. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี
P. สะบัดสไลด 
Q. หยด secondary antibody ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
R. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
S. ลางสไลดโดยการแชสไลดในโถ PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
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T. หยด DAB ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
U. Incubate สไลดเปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
V. ผานสไลดในน้ําไหล เปนเวลา 5 นาที 
W. Counterstained สไลดดวยสี Mayer’s haematoxylin  
X. เขากระบวนการดึงน้ําออกจากเซลล  
Y. Mounting สไลด ดวย cytology formulation consul-mounting, xylene base  
Z. ปดกระจกลงบนสไลด 

3) ผลการยอม 
ผลบวก   ติดสีน้ําตาล 
ผลลบ    ติดสีน้ําเงนิ 

4) การเตรียมน้ํายา  
A. Methyl Carnoy’s solution 

Acetic acid 100%     10 ml 
  Chloroform      30 ml 

Absolute alcohol     60 ml 
B. LE-lectin 

Biotinylated-lycopersicon esculentum (tomato) lectin 1 ขวด 
น้ํากล่ัน       0.5 ml 

 
7. เทคนิคการยอมสไลดทาง histochemistry และ immunohistochemistry 

7.1 การยอมชิ้นเนื้อดวย hematoxylin และ eosin 
1) ขั้นตอนการยอม 

A. หลังจากตัดชิน้เนื้อลงสไลดแลว ใหทําการแทนท่ีพาราฟนดวยน้าํกล่ัน  
B. จุมสไลดในโถ Mayer’s haematoxylin เปนเวลา 3 วนิาท ี
C. ผานสไลดในน้าํไหล เปนเวลา 3 นาท ี
D. จุมสไลดในโถ lithium carbonate จํานวน 10 จุม 
E. Running water เปนเวลา 3 นาท ี
F. จุมสไลดในโถ 95% ethanol จํานวน 6 จุม 
G. จุมสไลดในโถ eosin solution เปนเวลา 3 วินาท ี
H. เขากระบวนการดึงน้าํออกจากเซลล 
I. Mounting สไลด ดวย cytology formulation consul-mounting, xylene base  
J. ปดกระจกลงบนสไลด 
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2) ผลการยอม 

นิวเคลียส  ติดสีน้ําเงนิ 
Cytoplasm  ติดสีแดง 

3) การเตรยีมน้าํยา 
A. Eosin solution (ready to use) 
 

7.2 การยอมชิ้นเนื้อดวยแอนติบอดีตอ cytokeratin, -SMA และ VEGF  
1) ขั้นตอนการยอม 

A. หลังจากตัดชิ้นเนื้อลงสไลดแลว ใหทําการแทนท่ีพาราฟนดวยน้ํากล่ัน  
B. ทําการฟนฟูแอนติเจนโดยวิธี microwave method  
C. หยด PBS-T ลงบนสไลด  
D. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
E. ทําการหยุดปฏิกิริยาของเอ็นไซมเปอรออกซิเดส โดยการหยด 3% H2O2 in water 

ลงบนสไลด 
F. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
G. ผานสไลดในน้าํไหล เปนเวลา 5 นาท ี
H. หยด PBS-T ลงบนสไลด  
I. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
J. ทําการหยุดปฏิกิริยาของโปรตีนที่ไมจําเพาะ โดยการหยด 3% normal horse 

serum ลงบนสไลด ใหทวมบริเวณที่มีเนื้อ 
K. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี
L. สะบัดสไลด 
M. หยด anti cytokeratin AE1/AE3 (dilution 1:100) หรือ anti -SMA (dilution 

1:1000) หรือ anti VEGF (dilution 1:100) ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
N. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
O. ลางสไลดโดยการแชสไลดในโถ PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที 
P. สะบัดสไลด 
Q. หยด secondary antibody ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
R. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
S. ลางสไลดโดยการแชสไลดในโถ PBS-T 2 คร้ัง คร้ังละ 3 นาท ี
T. หยด DAB ลงบนสไลด ใหทวมตําแหนงที่มีเนื้อทั้งหมด 
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U. Incubate สไลดเปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
V. ผานสไลดในน้ําไหล เปนเวลา 5 นาที 
W. Counterstained สไลดดวยสี Mayer’s haematoxylin  
X. เขากระบวนการดึงน้ําออกจากเซลล  
Y. Mounting สไลด ดวย cytology formulation consul-mounting, xylene base  
Z. ปดกระจกลงบนสไลด 

2. ผลการยอม 
ผลบวก  ติดสีน้ําตาล 
ผลลบ    ติดสีน้ําเงิน 

 
8. การตรวจวัดปริมาณ cytokine  

8.1 เทคนิคการตรวจวัดปริมาณโปรตีน VEGF โดยวิธ ีELISA 
1) ขั้นตอนการทํา 

A. ดูด assay diluent RD1W ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l  
B. ดูด sample หรือ standard หรือ blank ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 200 l 
C. ปด 96-well plate ดวย adhesive strip 
D. เคาะ 96-well plate เบาๆ เพื่อใหสารผสมกันดี 
E. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
F. พอครบเวลา ใหเอา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองลางบนไมโคเพลท 
G. ทําการลางทัง้หมด 3 รอบ 
H. เคาะ 96-well plate บนกระดาษชิดชู 
I. ดูด VEGF conjugate ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 200 l 
J. ปด 96-well plate ดวย adhesive strip ชิ้นใหม 
K. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
L. พอครบเวลา ใหเอา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองลางบนไมโคเพลท 
M. ทําการลางทัง้หมด 4 รอบ 
N. เคาะ 96-well plate บนกระดาษชิดชู 
O. ดูด Substrate solution ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 200 l 
P. ปด 96-well plate ดวย adhesive strip ชิ้นใหม 
Q. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  20 นาที ในที่มืด 
R. ดูด stop solution  ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l 
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S. เคาะ 96-well plate เบาๆ เพื่อใหสารผสมกันดี 
T. นํา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโคเพลท ที่ 450 nm 

2) การเตรยีมน้าํยา 
A. Wash buffer 1X 

Wash buffer 25X (จากชุด kit)    10 ml 
น้ํากล่ัน       240 ml 

B. Substrate solution ตอ 1 หลุม 
Color reagents A (จากชุด kit)    100 l 
Color reagents B (จากชุด kit)     100 l 
ผสมกันเบา ๆ เก็บในที่มืด และตองเตรียมกอนใชไมเกนิ 15 นาท ี

C. Assay diluent RD1W (จากชุด kit) 
D. Calibration diluent RD5K (จากชุด kit) 
E. VEGF conjugate (จากชุด kit) 
F. Stop solution (จากชุด kit) 
G. VEGF stock standard (ความเขมขน 2,000 pg/ml) 

VEGF stock standard     1 ขวด 
Calibration diluent RD5K    1 ml 
ผสมใหเขากนัดี แลวต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมหิองนานกวา 15 นาท ี

H. VEGF standard 
a) VEGF standard ความเขมขน 500 pg/ml 

Calibration diluent RD5K    330  l 
VEGF stock standard (ความเขมขน 2,000 pg/ml) 110  l 

b) VEGF standard ความเขมขน 250 pg/ml 
Calibration diluent RD5K    220  l 
VEGF standard ความเขมขน 500 pg/ml  220  l 

c) VEGF standard ความเขมขน 125 pg/ml 
Calibration diluent RD5K    220  l 
VEGF standard ความเขมขน 250 pg/ml  220  l 

d) VEGF standard ความเขมขน 62.5 pg/ml 
Calibration diluent RD5K    220  l 
VEGF standard ความเขมขน 125 pg/ml  220  l 
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e) VEGF standard ความเขมขน 31.25 pg/ml 

Calibration diluent RD5K    220  l 
VEGF standard ความเขมขน 62.5 pg/ml  220  l 

f) VEGF standard ความเขมขน 15.625 pg/ml 
Calibration diluent RD5K    220  l 
VEGF standard ความเขมขน 31.25 pg/ml  220  l 

 
8.2 เทคนิคการตรวจวัดปริมาณโปรตีน TGF- โดยวิธ ีELISA 

1) ขั้นตอนการทํา 
A. ทําการ activate sample โดยการ 

a) ดูด sample ใสลงไปในหลอด 75 l  
b) ดูด 1 N HCl ใสลงไปในหลอดที่มี sample อยู 16.5 l 
c) ผสมใหเขากนัดี 
d) Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  10 นาท ี
e) ดูด 1.2 N NaOH/0.5 M HEPES ใสลงไปในหลอดเดิม 15 l 
f) ผสมใหเขากนัดี 

B. ดูด assay diluent RD1-21 ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l  
C. ดูด sample หรือ standard หรือ blank ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 50 l 
D. ปด 96-well plate ดวย adhesive strip 
E. เคาะ 96-well plate เบาๆ เพื่อใหสารผสมกันดี 
F. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
G. พอครบเวลา ใหเอา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองลางบนไมโคเพลท 
H. ทําการลางทัง้หมด 4 รอบ 
I. เคาะ 96-well plate บนกระดาษชิดชู 
J. ดูด TGF-1 conjugate ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 100 l 
K. ปด 96-well plate ดวย adhesive strip ชิ้นใหม 
L. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
M. พอครบเวลา ใหเอา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองลางบนไมโคเพลท 
N. ทําการลางทัง้หมด 4 รอบ 
O. เคาะ 96-well plate บนกระดาษชิดชู 
P. ดูด Substrate solution ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 100 l 
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Q. ปด 96-well plate ดวย adhesive strip ชิ้นใหม 
R. Incubate ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  30 นาที ในที่มืด 
S. ดูด stop solution  ใสลงไปใน 96-well plate หลุมละ 100 l 
T. เคาะ 96-well plate เบาๆ เพื่อใหสารผสมกันดี 
U. นํา 96-well plate ไปใสในเคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโคเพลท ที่ 450 nm 

2) การเตรยีมน้าํยา 
A. HCl 1 N 

Hydrochloric acid fuming 37%    20.7 ml 
น้ํากล่ัน       229.3 ml 

B. 1.2 N NaOH/0.5 M HEPES 
NaOH       1.2 N 
HEPES       0.5 M 
ในน้าํกล่ัน 

C. Assay diluent RD1-21 (จากชุด kit) 
D. TGF-1 conjugate (จากชุด kit) 
E. Stop solution (จากชุด kit) 
F. Calibration diluent RD5-26 (1X) 

Calibrator diluent RD5-26 concentrate (4X)  1  ml 
น้ํากล่ัน       3 ml 

G. TGF-1 stock standard (ความเขมขน 2,000 pg/ml) 
TGF-1 stock standard    1 ขวด 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   2 ml 
ผสมใหเขากนัดี แลวต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมหิองนานกวา 5 นาท ี

H. Wash buffer 1X 
Wash buffer 25X (จากชุด kit)    10 ml 
น้ํากล่ัน       240 ml 

I. Substrate solution ตอ 1 หลุม 
Color reagents A (จากชุด kit)    50 l 
Color reagents B (จากชุด kit)    50 l 
ผสมกันเบา ๆ เก็บในที่มืด และตองเตรียมกอนใชไมเกนิ 15 นาท ี
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J. TGF-1 standard 

a) TGF-1 standard ความเขมขน 500 pg/ml 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   82.5  l 
TGF-1 stock standard (ความเขมขน 2,000 pg/ml) 27.5 l 

b) TGF-1 standard ความเขมขน 250 pg/ml 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   55  l 
TGF-1 standard ความเขมขน 500 pg/ml  55  l 

c) TGF-1 standard ความเขมขน 125 pg/ml 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   55  l 
TGF-1 standard ความเขมขน 250 pg/ml  55  l 

d) TGF-1 standard ความเขมขน 62.5 pg/ml 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   55  l 
TGF-1 standard ความเขมขน 125 pg/ml  55  l 

e) TGF-1 standard ความเขมขน 31.25 pg/ml 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   55  l 
TGF-1 standard ความเขมขน 62.5 pg/ml  55  l 

f) TGF-1 standard ความเขมขน 15.625 pg/ml 
Calibration diluent RD5-26 (1X)   55  l 
TGF-1 standard ความเขมขน 31.25 pg/ml  55  l  

 
9. การตรวจวัดปริมาณ mRNA โดยวธิ ีreal time quantitative RT-PCR 

9.1 เทคนิคการทําสกัด RNA ดวย TRIzol 
1) ขั้นตอนการทํา 

A. ดูดอาหารเล้ียงเซลลออกจากถาดเล้ียงเซลลชนิด 6 หลุมใหหมด 
B. ใส trizol ลงไปในหลุมของถาดเล้ียงเซลลชนิด 6 หลุม หลุมละ 1 มิลลิลิตร 
C. เขยาภาชนะเลี้ยงเซลลบนน้าํแข็ง เปนเวลา 5 นาท ี
D. ดูดทั้งหมดใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
E. ใสคลอโรฟอรมลงไปในหลอด 200 ไมโครลิตร 
F. ผสมใหเขากนั 
G. เอาไปปนที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูม ิ4oC เปนเวลา 15 นาท ี
H. ดูดสารละลายใสดานบนไปใสลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร อันใหม 
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I. ใส isopropanol ลงไปในหลอด 500 ไมโครลิตร 
J. ผสมใหเขากนั 
K. ต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาท ี
L. เอาไปปนที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูม ิ4oC เปนเวลา 10 นาท ี
M. ดูดสารละลายใสดานบนออกไปใหหมด (ใหเหลือแตสวนของตะกอน (pellet)) 
N. ใส 75% ethanol ลงไปในหลอด 1 มิลลิลิตร 
O. ผสมใหเขากนั 
P. เอาไปปนที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูม ิ4oC เปนเวลา 10 นาท ี
Q. ดูดสารละลายใสดานบนออกไปใหหมด  
R. ต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาท ี
S. ใส DEPC treated water ลงไปเพื่อละลายตะกอน 30 ไมโครลิตร 
T. แบงมาบางสวน เพื่อนาํไปวดัคา O.D. (เพื่อหาความเขมขนของ RNA ที่สกัดได) 

2) การเตรยีมน้าํยา 
A. DEPC treated water 100 ml  

DEPC       0.2  ml 
น้ํากล่ัน       100  ml 

  เขยาแรง ๆ เพื่อให DEPC ละลาย หลังจากนัน้ใหเอาไปใสใน water bath ที่
อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 1 คืน แลวนําไปใสหมอฆาเชื้อ (autoclave) เพื่อ inactivate DEPC 

B. 75% Ethanol 100 ml 
95% Ethanol      79  ml 
น้ํากล่ัน       21  ml 

 
9.2 เทคนิคการทํา RT-PCR 

1) ขั้นตอนการทํา 
A. ใสสวนผสมของ RNA ของตัวอยาง 1 g น้ํา และ random hexamer primer 

600 M จํานวน 2 l ลงไปใน PCR tube 
B. ใหความรอนแกสวนผสมจากขอ 1 ที่อุณหภูมิ 65°C เปนเวลา 10 นาท ี
C. ใส master mix ลงไปใน PCR tube 
D. ผสมใหเขากนั 
E. เอา PCR tube ไปใสเคร่ือง PCR machine โดยต้ัง condition ดังตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4. แสดง condition ที่ใชในการทาํ RT-PCR 

 

อุณหภูมิ (oC) เวลา (นาที)
25 10
50 60
85 5
4 

 

2) การเตรยีมน้าํยา 
A. Master mix ตอ 1 ตัวอยาง 

Transcriptor reverse transcriptase 20 U/l (จากชุด kit) 0.5  l 
Transcriptor RT reaction buffer  (5X) (จากชุด kit) 4  l 
Protector RNase inhibitor 40 U/l (จากชุด kit)  0.5  l 
Deoxynucleotide mix (จากชุด kit)   2  l 

 
9.3 เทคนิคการทํา real-time PCR 

1) ขั้นตอนการทํา 
A. เตรียม PCR mix ของ primer และ probe ของทกุยนี (primer และ probe ที่ใช

ในงานวิจัย แสดงดังตารางที่ 6) ที่จะทํา 
B. ดูด PCR mix ใสลงไปใน precooled capillary โดยใส capillary ละ 15 l 
C. ดูด cDNA ของตัวอยางลงไปใน capillary โดยใส capillary ละ 5 l 
D. ปดฝา capillary ดวย stopper 
E. เอาไปปนที่ความเร็วรอบ 700 rpm อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 5 วินาท ี 
F. เอา capillary ไปใสเคร่ือง real-time PCR โดยต้ัง condition ดังตารางที่ 5 
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ตารางที่ 5. แสดง condition ที่ใชในการทาํ real-time PCR 

 

Analysis  
mode Cycles Segment 

Target  
temperature (oC)

Hold  
time 

Acquisition 
mode 

Pre-incubation 
none 1   95 10 min none 

Amplification 

quantification 45 

denaturation 95 10 s none 

annealing 60 10 s none 

extension 72 1 s single 

cooling 
none 1   40 30 s none 

 
2) การเตรยีมน้าํยา 

A. PCR mix ของแตละยีน ตอ 1 ตัวอยาง 
Master mix (5X) (จากชุด kit)    4  l 
Forward primer 20 M     0.5  l 
Backward primer 20 M    0.5  l 
Probe 5 M      0.4  l 
RNase free water     9.6  l 
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ตารางที่ 6. แสดง primer และ probe ที่ใชในงานวิจัย 

 

Gene Types  Sequences 

TGF- 
Forward 5’-CCCTGCCCCTACATTTGGAG-3’ 

Backward 5’-CCGGGTTATGCTGGTTGTACA-3’ 

Probe 6-FAM-CACGCAGTACAGCAAGGTCCTGGCC-TAMRA 

VEGF 
Forward 5’-CCTACAGCACAACAAATGTGAATG-3’ 

Backward 5’-CAAATGCTTTCTCCGCTCTGA-3’ 

Probe 6-FAM-CAAGACAAGAAAATCCCTGTGGGCCT-TAMRA

18s ribosomal 
RNA 

Forward 5’-GCCCGAAGCGTTTACTTTGA-3’ 

Backward 5’-TCCATTATTCCTAGCTGCGGTATC-3’ 

Probe 6-FAM-AAAGCAGGCCCGAGCCGCC-TAMRA 4 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
นางสาวสิริกุล  กาญจนบุษย เกิดเมื่อวันที่ 20 พฤษภาคม พ.ศ.2521 ณ จังหวัดยะลา จบ

การศึกษาวิศวกรรมศาสตรบัณฑิต (เคมี) จากคณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลับสงขลานครินทร 
ในปการศึกษา 2543 ซึ่งปจจุบันกําลังศึกษาอยูในระดับบัณฑิตศึกษา แขนงวิชาอณูชีววิทยาทาง
การแพทยและพันธุศาสตร สาขาวิทยาศาสตรการแพทย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 
 หลังจากน้ันทํางานเปนผูชวยวิจัยของผูชวยศาสตราจารย นายแพทย เถลิงศักดิ์  
กาญจนบุษย หนวยโรคไต ภาควิชาอายุรศาสตร โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ต้ังแตป พ.ศ.2547 
จนถงึปจจุบนั 
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